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1 Bewertung neuer Fluoreszenzdetektoren
für die Bioanalytik von Arzneistoffen mit
Kapillarelektrophorese
1.1 Einleitung und Zielsetzung
Die Kapillarelektrophorese (CE) ist ein schnelles, trennleistungsstarkes und voll
automatisierbares elektrophoretisches Analysenverfahren mit breit gefächertem
Einsatzbereich. Neben Makromolekülen, wie Proteinen und Nukleotiden, lassen
sich mit der CE auch kleinere Moleküle, wie Arzneistoffe bis hin zu an-
organischen Ionen bestimmen. Vor allem die chirale Analytik mittels CE stellt
eine Domäne in der pharmazeutischen Analytik dar. Die Aufnahme der CE in
das Europäische Arzneibuch und in die USP zeigt die breite Akzeptanz, welche
die Methode seit ihrer Einführung 1981 durch JORGENSEN und LUKACS [1] ge-
wonnen hat.
Das Trennprinzip der CE ist dem chromatographischer Trennverfahren
komplementär, so daß sich beide Verfahren in idealer Weise ergänzen. Die
aufgegebene Probenmenge von einigen Nanolitern macht analytische Frage-
stellungen zugänglich, die mit anderen Methoden aufgrund des begrenzten
Untersuchungsmaterials nur schwer zu bearbeiten sind. So bietet sich die CE
beispielsweise für die Untersuchung von Mikrodialysaten [2] oder zum
Therapeutischen Drug Monitoring (TDM) in der Pädiatrie an [3].
Biologisches Probenmaterial läßt sich zudem oft direkt und ohne aufwendige
Probenvorbereitung untersuchen. Vorteilhaft gegenüber chromatographischen
Verfahren in gepackten Säulen ist, daß die Kapillare nach der Detektion der
Untersuchungssubstanzen mit Trennpuffer ausgespült werden kann womit die
zeitaufwendige vollständige Elution aller Probenbestandteile, wie in der HPLC,
entfällt. In Verbindung mit der hohen Trennleistung des Verfahrens trägt dies
wesentlich zu den für die CE typischen kurzen Analysenzeiten bei.
Ein entscheidender Nachteil der CE ist jedoch ihre vergleichsweise schlechte
Konzentrationsempfindlichkeit. Dem läßt sich bei der Gehalts- und Reinheitsbe-
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stimmung pharmazeutischer Wirkstoffe in der Regel einfach durch den Einsatz
entsprechend hoch konzentrierter Untersuchungslösungen begegnen. Sollen
aber biologische Proben ohne aufwendige Probenvorbereitung analysiert
werden, ist die Anwendbarkeit der Methode durch die mangelnde
Konzentrationsempfindlichkeit begrenzt.
Daher wurden Strategien entwickelt, um diese Konzentrationsempfindlichkeit der
UV-Detektion in der CE zu steigern [2]. Neben der Aufweitung des Kapillar-
lumens am Detektionsfenster („bubble-cell“) wurden auch Detektionszellen mit
z-förmigem Lichtweg konstruiert. Diese sind jedoch durch die erforderlichen
Verbindungen zwischen Detektionszelle und Kapillare problematisch.
Be i  den  sogenannten „Stacking“-Verfahren werden erhebliche
Aufkonzentrierungsfaktoren im Rahmen der Probenaufgabe erreicht [3-7]: Ein
großes Probenvolumen wird in die Kapillare eingebracht. Anschließend werden
die Analyten durch elektrokinetische Mechanismen an der Grenzfläche von
Probenzone und Trennpuffer angereichert.
Für die direkte Untersuchung von Proben aus komplexen Matrizes läßt sich die
elektrokinetische Probenaufgabe jedoch nur bedingt nutzen, da auch Matrix-
bestandteile aufkonzentriert werden und Schwankungen in der Ionenstärke
verschiedener Proben zu unterschiedlichen Aufkonzentrierungsfaktoren führen.
Läßt sich die angestrebte Nachweisgrenze auch mit den angeführten Methoden
nicht erreichen, müssen empfindlichere Detektionsmodi wie die
elektrochemische Detektion [8-10], radioaktive Detektion oder Fluoreszenz-
detektion gewählt werden. Von den genannten Verfahren sind jedoch bis heute
nur Detektoren zur Fluoreszenzdetektion kommerziell erhältlich.
Auch im Hinblick auf die Entwicklung miniaturisierter Elektrophoresesysteme auf
Glas-Chips ist die Lösung des Empfindlichkeitsproblems von großer Bedeutung,
da die beeindruckenden Trennleistungen der Chips neben extrem hoher Feld-
stärken auch auf besonders schmalen Probenzonen beruhen. Folglich sind die
Aufgabemengen in der Chip-Elektrophorese noch geringer als in der CE.
In der Arzneistoffanalytik aus biologischen Matrizes konnten die Bestimmungs-
grenzen durch den Einsatz der Laserinduzierten Fluoreszenzdetektion (LIF) für
fluoreszierende Analyten vielfach gesenkt werden. So wurden kommerziell er-
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hältliche CE-LIF-Systeme erfolgreich für die Untersuchung unterschiedlicher
Arzneistoffgruppen wie Hypnotika [4], Gyrasehemmer [5], –Rezeptorenblocker
[6] und Diuretika [7] eingesetzt. Bei allen bislang erhältlichen Systemen werden
jedoch Lichtquellen verwendet, die im sichtbaren oder langwelligen UV-Bereich
emittieren. Doch nur wenige Arzneistoffe zeigen in diesem Wellenlängenbereich
native Fluoreszenz. Somit ist der Anwendungsbereich dieser Laser begrenzt.
Etwa 80 % der im Markt befindlichen fluoreszierenden Arzneistoffe lassen sich
nur im kurzwelligen UV-Bereich zu nativer Fluoreszenz anregen.
Die wenigen Untersuchungen mit nativer Fluoreszenz im kurzwelligen UV-
Bereich beruhen auf aufwendigen optischen Systemen mit extrem teuren UV-
Lasern. Diese sind für den analytischen Routineeinsatz aufgrund der hohen
Anschaffungs- und Betriebskosten, des großen Wartungsaufwands und des
hohen Gefährdungspotentials durch die energiereiche UV-Laserstrahlung jedoch
nicht geeignet.
Neue geschlossene Detektionssysteme mit transmissionsstarken Lichtleitern
und Mikrochip-Lasern bzw. Lampen, sind in jüngster Zeit entwickelt worden, um
die Fluoreszenzanregung im kurzwelligen UV-Spektralbereich auch für das
analytische Routinelabor zu erschließen.
Ein solcher von der Fa. Picometrics neu entwickelter LIF-Detektor mit einer
Anregungswellenlänge von 266 nm ist das erste kommerziell erhältliche Gerät,
das für den kurzwelligen UV-Spektralbereich zur Verfügung steht. Es lagen
bisher keine Erfahrungen für den Einsatz des Systems in der Bioanalytik vor.
Das Gerät wurde uns daher vom Hersteller zur Erprobung unter praxisnahen
Bedingungen für begrenzte Zeit überlassen.
Hierbei sollte insbesondere geprüft werden, inwieweit dieser Detektor auch bei
der Bestimmung von Arzneistoffen aus biologischen Proben Empfindlichkeits-
vorteile gegenüber der UV-Detektion bietet.
Die Untersuchung des Metabolitenspektrums des Analgetikums Tramadol in
Humanurin bei einer Anregungswellenlänge von 266 nm sollte hierzu als Modell-
anwendung dienen.
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An einem weiteren Anwendungsbeispiel, dem Hypnotikum Zaleplon, sollte die
Eignung des Picometrics-Detektors für die CE in direktem Vergleich mit einem in
der Arbeitsgruppe etablierten Referenzdetektor bei der Anregungswellenlänge
von 325 nm geprüft werden.
1.2  Prinzip der Kapillarelektrophorese
Grundsätzlich beruht die Trennung in der Kapillarzonenelektrophorese (CZE)
auf Mobilitätsunterschieden der geladenen Analyten in puffergefüllten Quarz-
glaskapillaren innerhalb eines elektrischen Feldes.
Die Probe wird durch Eintauchen des Kapillarendes in das Probengefäß und
kurzes Anlegen von Überdruck oder Spannung in die Trennkapillare einge-
bracht.
Während der Trennung taucht die Kapillare mit beiden Enden in austauschbare
Puffergefäße ein, die den elektrischen Kontakt zu den Platinelektroden vermit-
teln. Im Gegensatz zur klassischen Gelelektrophorese erlaubt der geringe
Innendurchmesser der Kapillaren durch den hohen elektrischen Widerstand und
die sehr gute Wärmeabfuhr das Anlegen von Trennspannungen bis zu 30 kV.
Die daraus resultierenden hohen Feldstärken ermöglichen sehr kurze
Analysenzeiten.
Die Dissoziation der Silanolgruppen an der Kapillaroberfläche führt zu einer
negativen Aufladung der Kapillarwand. Diese negativen Ladungen werden teil-
weise durch Kationen aus dem Trennpuffer kompensiert, die sich in einer festen
ringförmigen Doppelschicht (Helmholtzschicht) an die Kapillaroberfläche
anlagern. Der verbleibende negative Ladungsüberschuß wird durch einen Über-
schuß beweglicher solvatisierter Kationen neutralisiert, die sich in Form einer
diffusen Doppelschicht in Wandnähe befinden (Debye-Hückel-Schicht). In dieser
diffusen Grenzschicht migrieren diese Kationen in Richtung Kathode und ziehen
dabei durch ihre Solvathülle die gesamte Puffersäule im Sinne einer Elektro-
osmose mit.
Dieser Elektroosmotische Fluß (EOF) transportiert auch Neutralteilchen und
Anionen in Richtung Kathode, so daß diese dort ebenfalls detektiert werden.
I. Theoretischer Teil
5
Diese einzigartige Kombination aus elektrophoretischem Trennprinzip und EOF
ermöglicht in der CE die simultane Bestimmung unterschiedlichster Analyten in
einem einzigen Trennungsgang. So ist die CE beispielsweise zur Untersuchung
relativ lipophiler Arzneistoffe neben ihren hydrophilen Phase–II-Metaboliten
besonders gut geeignet.
Die Analyten werden während des Trennvorgangs („on-column“) durch die
Kapillare hindurch mit UV-Absorptionsdetektoren erfaßt. Bedingt durch den
kurzen Lichtweg von 25–150 m, der hierbei für die Absorption zur Verfügung
steht, ergibt sich aus dem Lambert-Beer’schen Gesetz jedoch eine vergleichs-
weise geringe Konzentrationsempfindlichkeit.
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Tab. 1.1 Spezielle Trennmodi der Kapillarelektrophorese
Anwendung Pufferadditiv Lit.
CZE
Kapillarzonenelektro-
phorese
Enantiomerentrennung Cyclodextrine,
Kronenether,
Gallensäuren,
Aminoglykoside
[8-11]
UV-inaktive Arzneistoffe,
anorganische Ionen
Chromat, para-
Aminobenzoe-
säure
MEKC
Mizellare Elektrokinetische
Chromatographie
Trennung von Neutralteil-
chen
SDS
Gallensäuren
[12-14]
MEEKC
Mikroemulsions Elektro-
kinetische Chromato-
graphie
Lipophile Analyten und
Neutralteilchen
Oktan
1-Butanol
SDS
[15, 16]
CGE
Kapillargelelektrophorese
Trennung nach Größe
DNA
PAA-Gel
Proteine PAA-Gel, SDS [17-19]
IEF
Isoelektrische
Fokussierung
Trennung nach
isoelektrischem Punkt,
Proteine, Peptide
pH-Gradient in
PAA Gel
[20, 21]
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1.3 Laserinduzierte Fluoreszenzdetektion
Die UV-Absorptionsdetektion beruht auf einer Transmissionsmessung, bei der
die Grundlinie durch maximale Transmission gegeben ist. Eine niedrige
Analytenkonzentration führt daher zu einer sehr kleinen Änderung eines großen
Meßwerts. Bei der Fluoreszenzmessung läßt sich hingegen, ausgehend von
einer niedrigen Basislinie („dunkel“), auch eine sehr kleine Änderung der Inten-
sität des Emissionslichts präzise messen.
Darüberhinaus hängt die Fluoreszenzintensität im Gegensatz zur UV-Absorption
von der Energie des eingestrahlten Lichts ab (Gl. ( 1.1 )).
IF = 2,3  I0 F    c  d
IF = Fluoreszenzintensität
F = Fluoreszenzquantenausbeute
I0 = Intensität des Anregungslichts
 = spezifische Absorption
c = Konzentration
d = Schichtdicke der durchstrahlten Lösung
( 1.1 )
Da das Rauschen lediglich proportional zur Wurzel der Anregungsintensität
ansteigt, kann die Empfindlichkeit durch eine Erhöhung der Anregungsenergie
theoretisch beliebig gesteigert werden. Daher kommt der Auswahl der
Anregungslichtquelle bei der Fluoreszenzdetektion große Bedeutung zu. In der
Praxis sind der Anregungsenergie allerdings durch Probenaufheizung und
photochemischen Abbau der Analyten Grenzen gesetzt.
Aus den Gesetzmäßigkeiten der Fluoreszenz ergibt sich daher die Forderung
nach einer möglichst hohen Anregungsenergie der Lichtquelle. Die Geometrie
und die geringen Abmessungen der Kapillare erfordern zudem ein besonders
kleines Quellvolumen, um eine möglichst vollständige Fokussierung des
Anregungslichts auf das Kapillarlumen erreichen zu können.
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Beide Eigenschaften sind in idealer Weise bei Lasern realisiert, weshalb sich
diese als Lichtquellen für die Fluoreszenzdetektion in der CE besonders gut
eignen.
Bei Lampen muß darauf geachtet werden, daß Anregungs- und Emissions-
wellenlänge weit genug voneinander entfernt sind, damit es nicht zu einer
Überlappung der gaußförmigen Transmissionsprofile von Anregungs- und
Emissionsfilter kommen kann.
Das vergleichsweise schwache Emissionslicht wird in diesem Fall durch
intensives Anregungslicht überstrahlt. Daher ist eine empfindliche Messung nicht
mehr möglich.
Monochromatisches Laserlicht ermöglicht hingegen die Anregung unmittelbar
unterhalb des Durchlässigkeitsbereichs des Emissionsfilters mit maximaler
Intensität. Außerdem läßt sich mit so genannten „notch“-Filtern, selektiv die
Anregungswellenlänge unterdrücken. Damit wird Streulicht wirkungsvoll aus
dem Emissionslicht herausgefiltert.
Die Laserinduzierte Fluoreszenzdetektion (LIF-Detektion) ist daher auch für die
Analytik von Substanzen geeignet, bei denen die Maxima im Anregungs- und
Emissionspektrum sehr dicht beieinander liegen.
Ein Maß für den Abstand von Emissionsmaximum und Anregungswellenlänge
ist der Stokes’ Shift (Gl. ( 1.2 )).
StokesShift =107  1
Exc .
 1
Em.
 
 	 
 
 
 
Ex.  = optimale Anregungswellenlänge [nm]
Em.. = Wellenlängeder maximalen Emission [nm]
( 1.2 )
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1.4 Picometrics ZetaLIF®-Detektor zum Einsatz im
kurzwelligen UV
Der Picometrics  ZetaLIF® ist der derzeit einzige kommerziell erhältliche LIF-
Detektor, der für den Einsatz im kurzwelligen UV-Bereich zur Verfügung steht.
Während sich die Optik des Detektors für den Betrieb mit Ar+-Lasern bei 488 nm
vor allem in der nano-LC bereits bewährt hat, gab es bisher keine Erfahrungen
für die Anregung im kurzwelligen UV-Spektralbereich.
Das System wurde uns daher vom Hersteller für begrenzte Zeit zur Erprobung in
der bioanalytischen Anwendung überlassen.
1.4.1 Optik des Picometrics  ZetaLIF
®
Die optischen Komponenten des Picometrics Detektors sind der Fluoreszenz-
mikroskopie entlehnt.
Das Anregungslicht wird von einem externen Laser über einen Lichtleiter in den
Detektor geleitet. Hier wird es von einem teildurchlässigen Spiegel auf ein
Objektiv reflektiert und auf eine Saphirkugellinse fokussiert. Die Kugellinse liegt
unmittelbar am Detektionsfenster an. Der austretende Lichtkegel leuchtet das
gesamte Kapillarlumen aus. Dieselbe Linse sammelt nun einen Teil des
Emissionslichts, das dann die Filtereinheit passiert und auf einen Photomultiplier
trifft (Abb. 1.4.1).
Die Filtereinheit enthält neben dem dichroischen Spiegel und dem „notch“-Filter
zur selektiven Unterdrückung der Anregungswellenlänge einen „cut-off“-Filter.
Dieser ist nur für Licht oberhalb einer festgelegten Wellenlänge durchlässig.
Durch den Austausch der optischen Filtereinheit des  ZetaLIF® war es möglich,
das Gerät wahlweise mit einem 325 nm HeCd-Laser oder dem 266 nm
Mikrochip-Laser zu betreiben. Die Transmissionsschwelle der „cut-off“-Filter lag
für den 325 nm HeCd-Laser bei 350 nm bzw. bei 285 nm für den 266 nm
Mikrochip-Laser.
Die Neigung der gesamten optischen Bank läßt sich in zwei Raumachsen
justieren, um die optimale Emissionslichtausbeute sicherzustellen.
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Kapillare
Saphirkugellinse
Objektiv
Anregungslichtleiter
Anregungslicht
Teildurchlässiger Spiegel
Emissionslicht
„cut-off“-Filter
„notch”-Filter
Photomultiplier
Laser
PMT
Filtereinheit
Abb. 1.4.1 Layout des Picometrics ZetaLIF®-Detektors. Durch den Austausch der Filtereinheit kann der
Detektor mit Lasern verschiedener Wellenlänge betrieben werden.
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1.4.2 Verwendung des ZetaLIF
®
-Detektors in der CE
Der Picometrics  ZetaLIF® wurde ursprünglich für den Einsatz in der Mikro-und
Kapillar-LC entwickelt. Die Detektionszelle ist daher nicht wie bei anderen LIF-
Detektoren in die Kapillarkartuschen des CE-Systems integriert, sondern fest an
der Gehäuseseite des Detektors montiert. Dies erfordert das Ausführen der
Trennkapillare aus dem gekühlten CE-System.
Die dadurch verminderte Kühlleistung schränkt die Verwendung hochmolarer
Trennpuffer, wie sie beispielsweise in der Urin-Analytik üblich sind, ein.
Außerdem ergeben sich durch die langen (>60cm) Trennkapillaren lange
Analysenzeiten.
Das Ausführen der Kapillare erfordert zudem die externe Erdung der angelegten
Hochspannung. Dies wiederum ist nur mit speziellen Hochspannungsnetzteilen
möglich, die nicht generell verfügbar sind.
Zur Erdung des externen Kapillarendes ist ein puffergefülltes Vial mit geerdeter
Platinelektrode unterhalb des Detektors vorgesehen. Um Probleme durch
Pufferverarmung während der Trennung zu minimieren, hat dieses Puffergefäß
ein unüblich großes Füllvolumen von 10 ml.
Für einen wirtschaftlichen Routinebetrieb mit teuren Pufferadditiven ist jedoch
die Verwendung kleinerer Puffervolumina notwendig. Dies erfordert wiederum
getrennte Puffergefäße für Trenn- und Spülschritte und so die Möglichkeit des
automatischen Vial-Austauschs. Dieser wird in kommerziellen CE-Geräten
technisch durch einen drehbaren Outlet-Vial-Teller im CE-Gerät realisiert. Dieser
ist jedoch bei Verwendung des externen Outlet-Vials nicht nutzbar.
Die vom Hersteller vorgesehene Anbindung des Detektors an die CE ist somit
für den Routinebetrieb eines analytischen Labors unzureichend.
Bevor das System auf seine Eignung für die Bioanalytik im kurzwelligen UV
geprüft werden konnte, war daher die grundlegende Verbesserung der An-
kopplung an die CE erforderlich.
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Ziel war dabei die Aufrechterhaltung der Kapillarkühlung, eine Verkürzung der
Trennstrecke und die Möglichkeit des automatisierten Austausches des Outlet-
Vials.
1.4.3 Verbesserung der Anbindung des Picometrics  ZetaLIF
®
an ein kommerzielles CE-System
Der Picometrics  ZetaLIF® sollte für die bioanalytischen Experimente an ein CE-
Gerät aus der Beckman P/ACE 2000/5000 Serie angekoppelt werden. Die
Flüssigkühlung des Systems hatte sich in dieser Arbeitsgruppe vielfach bei
bioanalytischen Untersuchungen bewährt. Zudem erleichterte die gute Zu-
gänglichkeit der Kapillarkartusche die erforderlichen Umbaumaßnamen.
In den Beckman CE-Geräten wird eine effektive Thermostatisierung gewähr-
leistet, indem die Trennkapillare in eine abgedichtete Kartusche eingesetzt wird,
deren Innenraum mit einem Kühlmittel durchspült wird.
Zur Einbindung des ZetaLIF®-Detektors in das geschlossene Beckman-System
war der umfassende Umbau der Kapillarkartusche des CE-Systems erfoderlich.
Zunächst erfolgte die Positionierung des Detektors oberhalb der CE mit einer
speziell angefertigten Halterung (Abb. 1.4.3). Die umgebaute Kapillarkartusche
mit erweiterter Flüssigkühlung erlaubte die oben liegende Kapillarausführung an
der Detektionszelle des Detektors (Abb. 1.4.2).
Dazu wurde der ursprüngliche Kapillarraum einer P/ACE UV-Kartusche in der
Mitte durch einen Trennsteg   geteilt. Die so entstandenen Kompartimente
wurden jeweils an der Oberseite durch hohle PVC-Blöcke a+b erweitert, die
über Schraubgewinde den Anschluß von Kühlschläuchen a+b ermöglichten.
Vom Inlet-Vial   aus wurde die Kapillare durch den kühlmitteldurchströmten
Schlauch a aus der Kartusche hinaus zur Detektionszelle  geführt. Nach
Verlassen des Detektionsbereichs wurde die Kapillare innerhalb eines zweiten
Schlauchs b  zurück in die Kartusche und durch den UV-Detektor bis ins
Outlet-Vial  geführt.
Der Kapillaraustritt  an den Schlauchenden wurde mit Quetschdichtungen aus
Silikongummi abgedichtet. Eine Querverbindung   zwischen beiden
Schläuchen überbrückt den Detektionsbereich und schließt den Kühlkreislauf.
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Abb. 1.4.2 Umgebaute Kartusche für das Beckman P/ACE2000 CE-System zur Anbindung des
Picometrics- ZetaLIF®-Detektors.
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Um den ungekühlten Kapillarabschnitt so kurz wie möglich zu halten, war es
erforderlich, den Abstand zwischen Kapillaraustritt und Detektionszelle zu
minimieren. Hierzu wurde der Detektor (Abb. 1.4.3)  auf der Seite liegend über
dem CE-Gerät   montiert. Da das Detektorgehäuse in dieser Position den
Kapillarschacht des CE-Systems verdeckte, wurde die Auflagefläche   des
Detektorständers  mit Auszügen versehen, die den Einsatz der Kartusche
durch seitliches Verschieben des Detektors ermöglichten.
Durch den Umbau der Kartusche wurde eine Verkürzung der effektiven Trenn-
strecke von 58 cm auf 28 cm erreicht. Die Gesamtlänge der Kapillare konnte
von 75 cm auf 55 cm verkürzt werden.
Die Rückführung der Kapillare in das CE-Gerät läßt die Funktion des Outlet-Vial-
Tellers unbeeinträchtigt und erlaubt neben dem Betrieb mit geringen Puffer-
volumina auch die Verwendung der Standard-Outlet-Elektrode.
Eine externe Erdung der Hochspannung ist nach dem Umbau daher nicht erfor-
derlich. Dadurch wird die Anbindung an jedes P/ACE Gerät auch ohne
spezielles Netzteil ermöglicht.
Der Umbau erlaubt außerdem die Aufzeichnung des UV–Absorptions–Signals
parallel zur LIF-Detektion. Insbesondere für einen Empfindlichkeitsvergleich
beider Detektionsmodi ist dies vorteilhaft.
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Abb. 1.4.3 Geräteanordnung der Beckman/Picometrics-Kombination.
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1.4.4 Anregung bei 325 nm: Vergleich des Picometrics
ZetaLIF
®
 mit einem Referenz-Detektor
Um die Praxistauglichkeit der umgebauten  ZetaLIF®-P/ACE-Kombination zu
prüfen, sollte das umgebaute Picometrics-System mit einem für die P/ACE 2000
CE-Serie entwickelten LIF-Detektor verglichen werden. Derartige Detektoren
sind jedoch nicht mit kurzwelligen UV-Lasern verwendbar. Deshalb erfolgte der
Vergleich bei einer Anregungswellenlänge von 325 nm.
Als Referenzdetektor diente ein kommerzieller LIF-Detektor der Fa. Beckman
(Abb. 1.4.4.)
Der ursprünglich für den Einsatz bei 488 nm konstruierte Detektor  war in dieser
Arbeitsgruppe durch Austausch der Anregungslichtleiter für den Betrieb bei
325 nm umgerüstet worden [22] und ist in der Arbeitsgruppe wiederholt mit
Erfolg in der Bioanalytik eingesetzt worden.
Anregunslichtleiter
Emissionsfilter
Emissionslicht
Photomultiplier
Fokussierungsdorn
Kapillare
Anregungslicht
Hohlspiegel
Laser
PMT
Abb. 1.4.4 Schematischer Aufbau des Beckman-LIF-Detektors. Der Emissionsfilter ist austauschbar und
läßt sich so auf die Fluoreszenzeigenschaften des Analyten abstimmen. Die Trennkapillare
befindet sich vollständig innerhalb einer flüssiggekühlten Kartusche.
Beide LIF-Detektoren wurden mit demselben Omnichrome® HeCd-Laser mit
einer Leistung von 20 mW bei 325 nm betrieben [23]. Um die Verwendung des
Picometrics-Detektors mit diesem Laser zu ermöglichen, war vom Hersteller
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eine entsprechende Emissionsfiltereinheit (Abb. 1.4.2) zur Verfügung gestellt
worden.
Eine mit dem Beckman-LIF-System entwickelte CE-Methode zur Bestimmung
von Zaleplon und seinen Metaboliten wurde zusammen mit HORSTKÖTTER auf
die Picometrics/Beckman-Kombination übertragen.
Durch den Transfer der Trennmethode auf das angepaßte Picometrics-System
sollte die Routinetauglichkeit der neuen Kombination für bioanalytische Anwen-
dungen geprüft werden.
Anhand der kapillarelektrophoretischen Untersuchung von Humanurinproben
sollte außerdem geprüft werden, ob sich die Detektionsempfindlichkeit bei der
Untersuchung biologischer Proben durch den neu entwickelten  ZetaLIF® im
Vergleich zum Beckman-LIF steigern läßt.
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1.4.4.1 Modellanwendung: Zaleplon und Metaboliten
Zaleplon ist ein kurz wirksames Hypnotikum. In Deutschland seit 1999 unter
dem Handelsnamen Sonata® zugelassen, wird es für die Behandlung von
Einschlafstörungen eingesetzt.
Nach p.o. Applikation wird Zaleplon rasch von CYP 3A4 und der Aldehydoxidase
zur 5-Oxo- und zur 5-oxo-N-Desalkylverbindung abgebaut, die renal eliminiert
werden.
Die 5-Oxo-Verbindungen werden in der Phase-II in der Lactim-Form
glucuronidiert. Das Glucuronid der 5-Oxo-Verbindung zeigt daher eine höhere
Fluoreszenzausbeute als die freien, überwiegend in der Lactamform
vorliegenden, 5-Oxo-Metaboliten.
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Abb. 1.4.5 Strukturen der renal ausgeschiedenen Zaleplon-Metaboliten
Kapillarelektrophoretische Trennung von Zaleplon und seinen Metaboliten
Da Zaleplon und seine Phase-I-Metaboliten in Lösung keine Ladung tragen, ist
der Einsatz einer pseudostationären Phase zum Trennpuffer für die Trennung
erforderlich.
HORSTKÖTTER [24] hatte für die Analytik direkt injizierter Urinproben daher einen
Trennpuffer unter Verwendung geladener Cyclodextrine entwickelt.
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Als interner Standard wurde das strukturverwandte Hypnotikum Zolpidem ver-
wendet. Es verfügt bei der gewählten Anregungswellenlänge über geeignete
Fluoreszenzeigenschaften, um mit Zaleplon und seinen Metaboliten bei Ver-
wendung desselben Emissionsfilters detektiert zu werden.
Abb. 1.4.6
Kapillarelektrophoretische Trennung
von Zaleplon und seinen Phase-I-
Metaboliten (wäßrige Standard-
lösungen mit je 10μg/ml).
Die geminderte Fluoreszenz der
5–Oxo-Verbindungen ist deutlich
erkennbar.
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Abb. 1.4.7 Strukturen, Absorptionsspektren( ) und Emissionsspektren ( ) von Zaleplon und dem
internen Standard Zolpidem.
1.4.4.2 Methodentransfer auf das umgebaute Picometrics-System
Bei der Übertragung der Trennmethode auf das Picometrics-System macht die
beim  ZetaLIF® in etwa verdoppelte Kapillarlänge die Anpassung einiger
Methodenparameter erforderlich.
Bei gleicher Pufferzusammensetzung erhöht die längere Kapillare den
elektrischen Widerstand und reduziert so die Trennfeldstärke. Außerdem erhöht
sich nach dem Hagen-Poisseuille’schen Gesetz der hydrodynamische
Strömungswiderstand bei der Injektion, wodurch sich, bei gleich bleibendem
Injektionsdruck, die aufgegebene Probenmenge in etwa halbiert.
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Daher wurde beim Methodentransfer auf den ZetaLIF® die Injektionszeit verdop-
pelt, um annähernd gleiche Probenvolumina aufzugeben. Gleichzeitig wurde die
Trennspannung erhöht um die Trennfeldstärke auf beiden Geräten anzuglei-
chen.
Tab. 1.2 Übersicht der angepaßten Methodenparameter und Emissionsfilter
Picometrics  ZetaLIF
®
Beckman-LIF
CE-System P/ACE 5050 P/ACE 2000
Anregung HeCd-Laser
(325 nm)
HeCd-Laser
(325 nm)
Emissionsfilter [nm] >350 nm, fix Bandpass 450 nm
Trennstrecke [cm] 28 20
Gesamtkapillarlänge [cm] 55 27
Spannung [kV] 25 14
Feldstärke [kV/cm] 0,45 0,52
Strom [A] ca. 95 ca.100
Injektionszeit [s] 20 10
Migrationszeit Zaleplon [min] 13,5 7,5
Migrationszeit Zolpidem [min] 19,3 10,5
Obwohl die Trennstrecke durch den Umbau von 52 cm auf 28 cm verkürzt
werden konnte, lassen sich die kurzen Analysenzeiten des Beckman-LIF-
Systems auf dem Picometrics-System nicht realisieren. Dies liegt an der noch
immer längeren Trennstrecke in Verbindung mit der durch die Gesamtkapillar-
länge von 55 cm limitierten Feldstärke.
Bei der Analytik von Urinproben hat es sich bewährt, zur Vermeidung von Peak-
verzerrungen durch Elektrodispersionseffekte hochmolare Trennpuffer einzu-
setzen.
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Der für die Untersuchung der Zaleplon-Urinproben entwickelte Trennpuffer führt
daher auf beiden Systemen zu Strömen von knapp 100 A und liegt damit an
der Grenze dessen, was sich mit flüssiggekühlten CE-Geräten beherrschen läßt.
Durch den Einsatz der Kapillarkartusche mit erweiterter Kühlung läßt sich nun
erstmals auch der Picometrics-Detektor mit diesen hochmolaren Trennpuffern
betreiben.
Die Effizienz der Kapillarkühlung zeigt sich im Vergleich der Migrationszeiten.
Beide Systeme zeigen zwar die für die CE typischen leichten Schwankungen.
Doch ein unkontrollierbares Driften der Migrationszeiten, wie es für unzu-
reichende Wärmeabfuhr charakteristisch ist, bleibt mit der verbesserten Anbin-
dung des  ZetaLIF® auch bei der höchstmöglichen Trennspannung von 30 kV
aus.
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Abb. 1.4.8 Migrationszeiten aus zehn CE-Läufen bei 30 kV.
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Tab. 1.3 Relative Standardabweichungen aus zehn CE-Läufen bei 30 kV
Zaleplon Zolpidem
RSD [%] t [min] RSD [%] t [min]
Picometrics
Beckman
1,3
1,8
19,3
7,5
1,05
1,16
13,5
10,5
Vergleich der Detektionsempfindlichkeit
Anhand wäßriger Standardlösungen sollten die beiden LIF-Detektoren in Hin-
blick auf ihre Empfindlichkeit verglichen werden. Die Nachweisgrenze wurde
hierbei als die kleinste Analytenkonzentration definiert, bei der ein
Signal/Rauschverhältnis von 3:1 erzielt werden kann.
Beide Systeme zeigten gute Linearität bis hinauf zu 5 g/ml. Der Picometrics-
Detektor erreichte hierbei eine zwanzigfache Verbesserung der Nachweisgrenze
im Vergleich zum Beckman-LIF-Detektor.
Tab. 1.4 Nachweisgrenzen in wäßrigen Standardlösungen im Vergleich zur UV–Detektion
Picometrics  ZetaLIF
®
Beckman-LIF
Fluoreszenz 5 ng/ml 100 ng/ml
UV 1 ug/ml 1 ug/ml
Steigerung 200x 10x
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Abb. 1.4.9 Elektropherogramme wäßriger Zaleplon Standardlösungen.
a) Beckman-LIF 100 ng/ml
b) ZetaLIF® 5 ng/ml
c) ZetaLIF® 50 ng/ml
Obgleich beide LIF-Detektoren mit demselben 20 mW-Laser betrieben wurden,
ergaben Leistungsmessungen am Austritt der Anregungslichtleiter, daß im
Picometrics mit 15 mW ein Vielfaches der Anregungsenergie des Beckman-LIF
(<1 mW) auf die Kapillare fokussiert wird.
Eine Steigerung der Anregungsenergie führt nach der Gleichung von Parker
(Gl. ( 1.1)) prinzipiell zu einer Verbesserung der Nachweisgrenze, weil die
Intensität des Emissionslichts der Anregungsenergie proportional ist, während
das Grundrauschen nur proportional zur Wurzel der Anregungsintensität wächst.
Bei der Untersuchung biologischer Proben können jedoch auch kleinste Mengen
unzureichend abgetrennter Matrixbestandteile zu einer Untergrundfluoreszenz
führen, die die Bestimmung der Analyten beeinträchtigt. Daher sind Versuche
mit rein wäßrigen Lösungen nur bedingt aussagekräftig.
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Ob sich bei matrixhaltigen Proben die Detektionsempfindlichkeit in gleichem
Maße wie bei wäßrigen Proben steigern läßt, wurde daher anhand von Human-
urinproben untersucht.
1.4.4.3 Bestimmung von Zaleplon-Metaboliten aus Humanurin
Die Fluoreszenzdetektion ist der UV-Detektion außer durch die höhere Empfind-
lichkeit vor allem durch ihre gesteigerte Selektivität überlegen. Dies ist vor allem
für die  Analytik direkt injizierter biologischer Proben vorteilhaft. Neben der recht
hohen Anregungswellenlänge von 325 nm, bei der nur wenige Matrix-
bestandteile zur Fluoreszenz angeregt werden, trägt vor allem die spektrale
Begrenzung des Emissionslichts wesentlich dazu bei, störende Matrixpeaks
auszublenden.
Während sich die Emissionsfilter beim Beckman-LIF auf die Emissionsmaxima
der jeweiligen Analyten abstimmen lassen, ist der Emissionsfilter des
Picometrics-Detektors nicht austauschbar. Der „cut-off“-Emissionsfilter zeigt
schon 30 nm oberhalb der Anregungswellenlänge maximale Transmission.
Inwieweit daraus Einschränkungen für die Untersuchung matrixhaltiger Proben
erwachsen oder ob der  ZetaLIF® auch hierbei Empfindlichkeitsvorteile bietet,
sollte anhand der Untersuchung des Zaleplon-Metabolitenspektrums in Human-
urinproben geprüft werden.
Direkt injizierte Urinproben
Die untersuchten Proben stammten von einem gesunden Probanden, der eine
Einmaldosis von 10 mg Zaleplon erhalten hatte. Der Urin wurde unmittelbar
nach dem Sammeln bei –20°C eingefroren.
Die Urinproben wurden vor der Messung bei Raumtemperatur aufgetaut und
nach Filtration durch ein Faltenfilter direkt mit Überdruck auf die Trennkapillare
aufgegeben.
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Tab. 1.5 Konzentrationen der Zaleplon-Metaboliten der in Abb. 1.4.10 und Abb. 1.4.11 gezeigten
Urinprobe des Sammelintervalls 0-2 h
5-Oxozaleplon 5-Oxozaleplon-Glucuronid 5-Oxodesethyl-
zaleplon
8,88 [g/ml] 1,33 [g/ml]* 2,13 [g/ml]
*bezogen auf Zaleplon (nach HORSTKÖTTER)
Wie die Achsenskalierung in Abb. 1.4.10 zeigt, waren die absoluten
Fluoreszenzsignale aller Metaboliten mit dem Picometrics-System höher als mit
dem Beckman-LIF-Detektor. Diese Empfindlichkeitszunahme war für das 5-
Oxozaleplon-Glucuronid im Vergleich zu den freien 5-Oxo-Vebindungen über-
proportional groß.
Für Zaleplon und die 5-Oxo-Metaboliten liegen die Emissionsmaxima bei
450 nm. Da keine Referenzsubstanz zur Verfügung stand, konnte die genaue
Lage des Emissionsmaximums des Glucuronids allerdings nicht bestimmt
werden.
Im Beckman-LIF-Detektor wird zur Isolierung der Emissionswellenlänge ein
450 nm „bandpass“-Filter mit sehr schmalem Durchlässigkeitsbereich einge-
setzt. Daher kann bereits eine geringfügige Verschiebung des Emissions-
maximums durch die Glucuronidierung dazu führen, daß die Emissionswellen-
länge am Rande des gaußförmigen Transmissionsspektrums dieses Filters liegt,
so daß das Emissionslicht des Glucuronids teilweise zurückgehalten wird. Ver-
mutlich ist deshalb die Detektion des 5-Oxozaleplon-Glucuronids im Vergleich
zu den freien Metaboliten weniger empfindlich.
Wegen der uneingeschränkten Transmission oberhalb von 350 nm tritt dieser
Diskriminierungseffekt bei dem im Picometrics-Detektor verwendeten „cut-off“-
Filter nicht auf. Damit können auch Metaboliten mit verändertem Emissions-
maximum mit optimaler Emissionslichtausbeute detektiert werden.
Dies führt jedoch andererseits auch dazu, daß mit dem Picometrics-System
verstärkt fluoreszierende Matrixbestandteile detektiert werden, die innerhalb
dieses weiten Transmissionsbereichs des „cut-off“-Filters emittieren. Die
Selektivität des Detektors ist deshalb vergleichsweise gering.
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Die Detektion des 5-Oxodesethylzaleplon war, trotz der verhältnismäßig hohen
Anregungswellenlänge von 325 nm, auf beiden Systemen durch erhebliche
Matrixeffekte beeinträchtigt.
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Abb. 1.4.10 Elektropherogramme einer direkt injizierten Urinprobe des Sammelintervalls 0-2 h
M1: 5-Oxozaleplon-Glucuronid
M2: 5-Oxodesethylzaleplon
M3: 5-Oxozaleplon
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Extrahierte Urinproben
Um auch die Bestimmung des 5-Oxodesethylzaleplons zu ermöglichen, wurden
die Urinproben an RP18-Festphasenkartuschen aufgereinigt.
Da für die Elution der Analyten nur wenig Lösemittel erforderlich ist, lassen sich
die Proben bei der Festphasenextraktion gleichzeitig aufkonzentrieren.
So wurde durch die Extraktion, neben der Entfernung störender Matrix-
komponenten, gleichzeitig eine zehnfache Aufkonzentrierung der Metaboliten
erreicht.
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Abb. 1.4.11 Elektropherogramme einer Festphasen-extrahierten Urinprobe des Sammelintervalls 0-2 h
M1= 5-Oxozaleplon-Glucuronid
M2= 5-Oxodesethylzaleplon
M3= 5-Oxozaleplon
Vergleicht man die in Abbildung Abb. 1.4.11 gezeigten Elektropherogramme des
Leerurins mit denen der direkt injizierten Proben, wird deutlich, daß die Matrix-
effekte nur beim Beckman-LIF durch die Probenaufreinigung nennenswert redu-
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ziert werden konnten. Dies ist auf den eng begrenzten Transmissionsbereich
des Emissionsfilters in diesem  Detektor zurückzuführen.
In Verbindung mit der Festphasenextraktion konnten die Zaleplon-Metaboliten
mit dem Beckman-LIF Detektor aus Humanurinproben bestimmt werden.
Beim  ZetaLIF® hingegen war der Peak des 5-Oxodesethylzaleplons, trotz
Probenaufreinigung an der Festphase, von Matrixkomponenten überlagert. Das
Signal des 5-Oxozaleplon-Glucuronids lag nach der Aufkonzentrierung
außerhalb des dynamischen Bereichs des Photomultipliers. Wegen der geringen
Selektivität des  ZetaLIF® war die simultane Bestimmung der Zaleplon-
Metaboliten aus Humanurin trotz Festphasenextraktion mit der auf dem
Beckman-System entwickelten Methode nicht möglich.
Bedingt durch den nicht auswechselbaren unselektiven „cut-off“-Filter des
Picometrics-Detektors läßt sich die hohe Empfindlichkeit des  ZetaLIF® für die
Analytik biologischer Proben nicht ohne weiteres nutzen.
Insbesondere bei Analyten mit ausgeprägtem Stokes’ Shift wie Zaleplon ist die
Verwendung langwelliger Emissionsfilter ohne Empfindlichkeitseinbußen
möglich, wie später anhand eines lampenbasierten Detektors gezeigt werden
konnte (Kapitel 1.5).
Die Möglichkeit, den Emissionsfilter auf die Emissionswellenlänge des Analyten
abzustimmen, wäre beim Picometrics Detektor daher wünschenswert. So ließe
sich wahrscheinlich auch in der Bioanalytik von der hohen Anregungseffizienz
des Systems profitieren.
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1.4.5 Anregung bei 266 nm : Bestimmung von Tramadol aus
Humanurin
Mit dem Picometrics  ZetaLIF® steht ein LIF-Detektor zur Verfügung, der
erstmals die Fluoreszenzanregung im kurzwelligen UV-Spektralbereich auch in
der Routineanwendung ermöglichen sollte.
Ob dieses System mit seiner Anregungswellenlänge von 266 nm, trotz der
geringen Selektivität, geeignet ist, den Anwendungsbereich der LIF-Detektion in
der Bioanalytik auf den kurzwelligen UV-Bereich zu erweitern, sollte anhand
eines Anwendungsbeispiels untersucht werden.
Die Untersuchung des Metabolitenspektrums von Tramadol, das sich aufgrund
seines Chromophors nicht bei 325 nm, sondern nur im kurzwelligen UV-
Spektralbereich zur Fluoreszenz anregen läßt, sollte Möglichkeiten und Grenzen
des  ZetaLIF®-Detektors aufzeigen.
1.4.5.1 Gepulster 266 nm Mikrochip-Laser zur Laserinduzierten
Fluoreszenzdetektion
Bislang waren kurzwellig emittierende UV-Laser ausgesprochen teuer, kurzlebig
und wartungsintensiv. Die rasche Entwicklung im Bereich der Lasertechnologie
hat jedoch in den letzten Jahren Geräte hervorgebracht, die den tiefen Spektral-
bereich durch Frequenzvervielfachung von preiswerten IR-Lasern erschließen.
Diese so genannten Mikrochip-Laser wurden erstmals 1989 von ZAYHOWSKI &
MOORADIAN vorgestellt. Es handelt sich dabei um diodengepumpte Festkörper-
laser, die sich durch eine hochintegrierte und kompakte Bauform auszeichnen.
So sind beispielsweise die Resonatorspiegel auf die planaren Seiten des Laser-
mediums aufgedampft. Dadurch entfällt die aufwendige Justage und Fixierung
der Spiegel, wie sie bei Gaslasern erforderlich ist.
Aufgrund ihrer integrierten Bauart sind Mikrochip-Laser über ihre gesamte
Lebensdauer von einigen zehntausend Stunden praktisch wartungsfrei. Die
Betriebskosten liegen deshalb wesentlich niedriger als bei anderen Laser-
Typen.
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Bei dem in dieser Arbeit verwendeten 266 nm-Laser handelt es sich um einen
frequenzvervierfachten Nd:YAG-Laser (Neodymium-doped Yttrium Aluminium
Garnet). Der Frequenzverdopplungskristall liegt dabei unmittelbar am Laser-
medium an. In einer weiteren Schicht schließt sich ein passiver Q-switch an.
Dies ist ein sättigbares Absorbermedium, das Lichtenergie absorbiert und erst
freisetzt, wenn ein Schwellenwert überschritten ist. Durch den passiven
Q–switch emittiert der Laser nicht kontinuierlich, sondern setzt Lichtimpulse mit
einer Dauer von 0,4 ns bei einer Pulsenergie von 0,74 J frei. Die durch-
schnittliche Leistung beträgt dabei 5 mW bei 266 nm.
Während frühere Versuche mit gepulsten Lasern in der CE-LIF zu stark
schwankenden Basislinien führten [25], ist das Licht des hier verwendeten
Lasers wegen der hohen Pulsfrequenz von 7,67 kHz quasi-kontinuierlich.
Die prinzipielle Eignung dieses Lasers für die Fluoreszenzdetektion ist bereits im
Jahr 2000 von CHAN et. al. am Beispiel nativ fluoreszierender Aminosäuren
gezeigt worden [26]. Biologische Proben wurden dabei jedoch nicht untersucht.
1.4.5.2 Tramadol: Modellsubstanz für die Anregung bei 266 nm
Tramadol ist ein zentral wirksames Analgetikum, dessen Wirkung über die
Opioid-Rezeptoren im ZNS vermittelt wird. Die Bioverfügbarkeit nach peroraler
Gabe ist im Vergleich zu anderen Substanzen dieser Klasse hoch. Tramadol
wird daher vor allem oral in Tabletten oder Tropfenform zur Behandlung
mittelstarker bis starker akuter oder chronischer Schmerzen verabreicht.
In der Leber wird Tramadol über die Monooxygenasen des CYP 450 Systems
intensiv verstoffwechselt, wobei überwiegend O-und N-Desmethylmetaboliten
gebildet werden.
Die O-Desmethylmetaboliten können in der Phase II zu den entsprechenden
Glucuroniden konjugiert werden. Die Elimination von Tramadol erfolgt über-
wiegend renal sowohl unverändert als auch in Form der Metaboliten. Neben
Tramadol standen als Vergleichssubstanzen die drei Desmethylverbindungen,
nicht jedoch die Glucuronide zur Verfügung.
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Abb. 1.4.12 Phase I Metaboliten des Analgetikums Tramadol. Die O-Desmethylverbindungen werden in
der Phase II mit Glucuronsäure konjugiert.
Tramadol zeigt ein längerwelliges Absorptionsmaximum bei 270 nm. Zur
Fluoreszenz angeregt, liegt die maximale Emission bei ca. 305 nm.
Damit besitzt Tramadol nur einen geringen Stokes’ Shift. Die LIF-Detektion sollte
für derartige Analyten besonders vorteilhaft sein, da der Einsatz mono-
chromatischen Laserlichts die Anregung sehr nah am Emissionsmaximum
ermöglicht, ohne daß es zu einer Überlappung mit dem Transmissionsspektrum
des Emissionsfilters kommen kann.
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Abb. 1.4.13 Strukturen, UV–Spektren  und Fluoreszenzspektren  von Tramadol und dem
Internen Standard Naphazolin. Erkennbar ist der geringe Stokes’-Shift des Tramadols.
1.4.5.3 Kapillarelektrophoretische Trennung von Tramadol und seinen
Phase-I Metaboliten
Als Interner Standard für die quantitativen Bestimmungen von Tramadol und
seinen Metaboliten diente das -Sympathomimetikum Naphazolin.
Die umgebaute P/ACE Spezialkartusche erlaubt durch die simultane Auf-
zeichnung des UV-Signals den direkten Empfindlichkeitsvergleich von UV-
Absorption und LIF-Detektion innerhalb eines einzigen CE-Experiments. Da die
UV-Detektion etwa 20 cm hinter der Fluoreszenzmessung erfolgt, ergeben sich
für die UV-Peaks entsprechend längere Migrationszeiten.
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Abb. 1.4.14 Auf das Tramadolsignal normalisierte Elektropherogramme einer wäßrigen Standardlösung
mit je 5μg/ml Tramadol und Metaboliten.
ISTD: Naphazolin NOD: N,O-Didesmethyltramadol,
NDT: N-Desmethyltramadol ODT: O-Desmethyltramadol
TRA: Tramadol
Die Gegenüberstellung der Elektropherogramme einer wäßrigen Standard-
lösung der Testverbindungen mit einer Konzentration von je 5 g/ml läßt das
günstigere Signal-Rauschverhältnis der LIF-Detektion erkennen (Abb. 1.4.14).
Die O-desmethylierten Verbindungen zeigen aufgrund der freien phenolischen
Hydroxylgruppe bei dem verwendeten Trennpuffer von pH 10,2 eine geringere
Fluoreszenzausbeute als Tramadol. Da andererseits die UV-Absorption dieser
Metaboliten leicht gesteigert ist, läßt sich die Detektionsempfindlichkeit für die
Phenole durch die LIF-Detektion nur geringfügig verbessern.
Bereits bei der Untersuchung wäßriger Standardlösungen fiel auf, daß in der
Basislinie des Picometrics  ZetaLIF® bei längerer Verwendung desselben
UV
(214 nm)
LIF
(Exc 266 nm)
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Trennpuffers zunehmend scharfe Störpeaks auftraten. Diese beruhen wahr-
scheinlich auf der Reflexion von Laserlicht an Partikeln im Trennpuffer. Anders
als Streulicht, kann der reflektierte Laserstrahl wegen seiner hohen Intensität
durch den „notch“-Filter der Emissionsfiltereinheit nicht zurückgehalten werden
(Vgl. Kapitel 1.4.1).
Durch eine erneute Filtration des Trennpuffers durch eine 0,45 m Membran
ließen sich die Störpeaks eliminieren. Dies schränkt die Tauglichkeit des
Detektionssystems für Serienmessungen drastisch ein, da sich die Filtration bei
der CE-Methode nicht automatisieren läßt.
Mit jeweils frisch filtriertem Puffer konnte die Nachweisgrenze für Tramadol und
N–Desmethyltramadol in rein wäßrigen Lösungen durch die LIF-Detektion auf
50 ng/ml abgesenkt werden. Im Vergleich zur UV-Detektion am Absorptions-
maximum bei 214 nm entspricht dies einer zwanzigfachen Empfindlichkeits-
steigerung.
1.4.5.4 Direktbestimmung von Tramadol und seinen Metaboliten aus
Humanurin
Bauartbedingte Limitierungen des  ZetaLIF
®
Der „cut-off“-Filter des  ZetaLIF® zeigt oberhalb von 285 nm maximale Trans-
mission. Da ein Austausch dieses Filters nicht vorgesehen ist, ist die Be-
grenzung des Emissionslichts auf einen engen Spektralbereich zur Erhöhung
der Selektivität mit dem Picometrics-Detektor nicht möglich. Wie bereits am
Beispiel der Zaleplon-Metaboliten gezeigt wurde wirkt sich dieser Nachteil insbe-
sondere bei der Untersuchung matrixhaltiger Proben aus.
Im kurzwelligen UV-Bereich wird die Selektivität weiter dadurch vermindert, daß
zahlreiche Matrixbestandteile bei der Anregungswellenlänge von 266 nm zur
Fluoreszenz angeregt werden. Diese müssen entweder durch eine geeignete
Probenvorbereitung oder bei der kapillarelektrophoretischen Bestimmung der
Analyten abgetrennt werden.
Die Entwicklung von Verfahren zur simultanen Extraktion lipohiler basischer
Arzneistoffe und hydrophiler Glucuronide aus Urin ist jedoch schwierig, denn die
unterschiedlichen Stoffeigenschaften erfordern verschiedene Extraktions-
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bedingungen. Bei der Extraktion der Basen an RP-Festphasen oder beim
Ausschütteln mit organischen Lösemitteln führt dies zu niedrigen
Wiederfindungsraten der hydrophilen Phase-II-Metaboliten.
Durch die direkte Probenaufgabe ohne vorgeschaltete Extraktionsschritte ist
hingegen die vollständige Erfassung aller Probenbestandteile gewährleistet. Zur
simultanen Bestimmung von Phase-II-Metaboliten neben den lipophilen Mutter-
substanzen ist die Kapillarelektrophorese zudem aufgrund ihres Trennmecha-
nismus besonders gut geeignet (Vgl. Kapitel 1.2).
Allerdings zeigt das Elektropherogramm des direkt injizierten Leerurins eine
Vielzahl von Matrixsignalen. Insbesondere mögliche Phase-II-Metaboliten
können leicht von anionischen Matrixbestandteilen überdeckt werden.
20151050
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Leerurin
E
O
F
Abb. 1.4.15 Matrixsignale in direkt injiziertem Leerurin
Für die Bestimmung von Tramadol und seinen Metaboliten ist daher die voll-
ständige elektrophoretische Abtrennung der Analyten von fluoreszierenden
Matrixbestandteilen erforderlich.
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Für Tramadol und die Phase-I-Metaboliten gelang dies mit einem 50 mM Borat-
puffer bei einem pH-Wert von 10,2.
Innerhalb der Unzahl von Störpeaks nach dem EOF konnten anionische
Tramadol-Metaboliten jedoch nicht sicher erkannt werden. Daher ließ sich die
entwickelte Methode für die Bestimmung anionischer Phase-II Metaboliten nur
bedingt einsetzten.
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Direkt injizierte Humanurinproben
Die untersuchten Proben stammten von einem gesunden Probanden, der eine
Einmaldosis von 75 mg Tramadol-HCl p.o. erhalten hatte. Der Urin wurde in
Intervallen gesammelt. Nach der Bestimmung des Probenvolumens im
Meßzylinder wurden die Urinproben bis zur Untersuchung bei –20 °C gelagert.
Die Proben wurden unmittelbar vor der Messung aufgetaut, durch einen
Faltenfilter filtriert, mit Internem Standard versetzt und direkt mit Überdruck auf
die Trennkapillare aufgegeben.
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Abb. 1.4.16 Elektropherogramm einer Urinprobe des Sammelintervalls 6-8 h.
ISTD: Naphazolin NOD: N,O-Didesmethyltramadol,
NDT: N-Desmethyltramadol ODT: O-Desmethyltramadol TRA: Tramadol
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Der analysierte Sammelurin enthielt vor allem unverändert ausgeschiedenes
Tramadol. Dessen Konzentrationen lagen hierbei sogar oberhalb des Arbeits-
bereichs und machten eine Verdünnung der Proben zur Quantifizierung erfor-
derlich. Neben Tramadol enthielten die Proben auch geringe Mengen an N-
Desmethyltramadol. Die Konzentrationen von N-Desmethyltramadol lagen dabei
in allen Proben unterhalb der Bestimmungsgrenze der UV-Detektion von
2 g/ml. Eine direkte Quantifizierung, ohne vorherige Aufkonzentrierung, wurde
erst durch die LIF-Detektion ermöglicht.
Aus den ermittelten Metabolitenkonzentrationen und dem jeweiligen
Gesamtvolumen der Urinproben wurde die kumulative renale Ausscheidung
errechnet.
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Abb. 1.4.17 Untersuchung von Sammelurin nach einmaliger p.o. Gabe von 75 mg Tramadol-HCl.
a) Konzentrationen im Sammelurin
b) Kumulative renale Ausscheidung über 24 Stunden
Neben den sicher durch Zuspiken von Referenzsubstanzen identifizierten
Metaboliten aus Phase I zeigt das Elektropherogramm der Urinprobe (Abb.
1.4.16) nach dem EOF zwei weitere Peaks, die im Leerurin nicht enthalten sind.
Wahrscheinlich handelt es sich hierbei um anionische Phase-II-Metaboliten des
Tramadols.
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Für die näherungsweise Quantifizierung der unbekannten Metaboliten wurde die
Kalibration von Tramadol verwendet. Auch die Konzentration der unbekannten
Metaboliten lag im größten Teil der Proben unterhalb der Bestimmungsgrenzen
der UV-Detektion.
Die Urinkonzentrationen und Ausscheidungskurven von Tramadol und seinen
Metaboliten sind in Abb. 1.4.17 und Abb. 1.4.18 dargestellt.
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Abb. 1.4.18 Untersuchung von Sammelurin nach einmaliger p.o. Gabe von 75 mg Tramadol-HCl
a) Konzentrationen im Sammelurin (bezogen auf Tramadol)
b) Kumulative renale Ausscheidung über 24 Stunden (bezogen auf Tramadol)
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1.5 Lampeninduzierte Fluoreszenzdetektion in der
CE mit Anregung im kurzwelligen UV
1.5.1 Xe/Hg-Lampen als Anregungslichtquellen
Lampen haben sich als Lichtquellen für die Fluoreszenzdetektion in der HPLC
bewährt. Dennoch sind sie in der CE bislang nur vereinzelt eingesetzt worden
[27]. Dies liegt vor allem an dem im Vergleich zum Laser erheblich größeren
Quellvolumen und der somit schlechteren Energieausbeute bei der
Fokussierung des Anregungslichts. Dem steht jedoch der Vorteil der aus einem
weiten Spektrum frei wählbaren Anregungswellenlänge gegenüber.
Das Emissionspektrum der XE/Hg-Lampe reicht von 200 nm bis in den VIS-
Bereich. Mit der intensiven Spektralline bei 254 nm sollten XE/Hg-Lampen damit
prinzipiell auch zur Anregung von Analyten im kurzwelligen UV-Spektralbereich
geeignet sein.
1.5.2 Argos 250 B – Lampenbasierter Fluoreszenzdetektor für
die CE
Der Argos 250 B Detektor ist bisher der einzige kommerziell erhältliche
Fluoreszenzdetektor mit einer Xe/Hg-Lampe als Anregungslichtquelle, der für
die Kapillarelektrophorese prinzipiell geeignet sein sollte.
Die Optik des Argos-Detektors ist innerhalb der gekühlten Kapillarkartusche des
Agilent 3D CE-Systems untergebracht, ohne die Funktionalität des CE-Systems
einzuschränken. Umbaumaßnahmen wie beim  ZetaLIF® sind daher beim Argos-
Detektor nicht erforderlich.
Die Anregungswellenlänge wird aus dem Emissionsspektrum der Lampe wahl-
weise durch einen Filter oder einen Monochromator ausgewählt.
Das Anregungslicht wird über einen Lichtleiter zur Detektionszelle geleitet und
mit Hilfe einer Linse auf die Kapillare fokussiert. Das emittierte Fluoreszenzlicht
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wird innerhalb der Kapillarwände reflektiert und über einen Sammelkonus aus
Quarzglas abgeleitet.
PMT
Kapillare
Anregungslicht
Objektiv
Bandpass-Filter
Anregungslichtleiter
Monochromator
Quarzellipsoid
Sammellinse
Flüssigkeitsgedämpfter
Emissionslichtleiter
Emissionsfilter„cut-off“-
Photomultiplier
Xe/Hg
Lampe
Emissionslicht
Abb. 1.5.1 Schematischer Aufbau des Argos 250B Fluoreszenzdetektors. Die optischen Komponenten
für Anregung und Emission sind vollständig in die luftgekühlte Kapillarkartusche integriert.
Damit das Emissionslicht aus der Trennkapillare austreten kann, muß der Raum
zwischen Quarzellipsoid und Kapillare zum Angleich der optischen Dichte mit
Glycerol ausgefüllt werden. Das vom Ellipsoiden abgeleitete Emissionslicht wird
über eine Sammellinse in einen transmissionsstarken Lichtleiter eingekoppelt
und trifft nach Passage eines austauschbaren „cut-off“-Filters auf den Photo-
multiplier.
1.5.2.1 Einsatz des Argos 250 B im kurzwelligen UV
Erste Versuche zum Einsatz des Detektors mit Anregung bei 254 nm sind in
dieser Arbeitsgruppe bereits von SOETEBEER gemacht worden. Bei der Detektion
von Tramadol konnte die Empfindlichkeit im Vergleich zur UV-Detektion jedoch
nicht gesteigert werden. Die mangelnde Empfindlichkeit wurde vor allem dem
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optischen System auf der Emissionsseite zugeschrieben. Der Sammelkonus war
aus Borosilikatglas gefertigt und zeigte daher für die Emissionswellenlänge des
Tramadols nur eine geringe Transmission.
Diese Einschränkung wurde durch den Austausch des Konus gegen einen
Quarzellipsoiden behoben. Ob diese verbesserte Optik des Geräts den Einsatz
im kurzwelligen UV ermöglicht, sollte daher erneut geprüft werden.
Doch auch mit dem durch den Quarzkonus verbesserten Argos-Detektor konnte
keine Empfindlichkeitssteigerung gegenüber der UV-Detektion erzielt werden.
Das Anregungslicht bei Lampensystemen ist im Gegensatz zu Laserlicht nicht
streng monochromatisch. Die Auswahl der Anregungswellenlänge aus dem
Lampenspektrum erfolgt durch optische Filter mit gaußförmigem Transmissons-
profil. Insbesondere bei Analyten mit geringem Stoke’s Shift (Gl. ( 1.2 )) wie bei
Tramadol, bei denen Anregungs- und Emissionswellenlänge sehr dicht beiein-
ander liegen, kam es zu Überlappungen der Transmissionsspektren von An-
regungs-und Emissionsfiltern. Wird das Emissionslicht von Anregungslicht über-
strahlt, ist eine empfindliche Fluoreszenzmessung nicht mehr möglich. Ob mit
einem lampenbasierten Detektor für Analyten mit geringem Stokes’ Shift ver-
gleichbare Nachweisgrenzen wie mit einem LIF-Detektor erreicht werden
können, ist daher fraglich.
1.5.2.2 Vergleich des Argos 250 B mit anderen LIF-Systemen bei
325 nm
Um auszuschließen, daß die mangelnde Empfindlichkeit des Argos-Detektors
auf prinzipiellen Konstruktionsschwächen des lampenbasierten Systems im
Vergleich zu den LIF-Detektoren beruht, sollten Empfindlichkeit und Selektivität
bei höherer Wellenlänge bewertet werden.
Da eine Überlappung von Anregungs- und Emissionslicht wegen des hohen
Stokes’ Shift bei Zaleplon im Gegensatz zu Tramadol nicht auftritt und bereits
Erfahrungen auf Beckman-LIF und  ZetaLIF® für den Analyten vorlagen, diente
auch hier die Untersuchung von Zaleplon und seiner Metaboliten als
Anwendungsbeispiel.
Die Anregung erfolgte hierbei wie schon mit den LIF-Detektoren im Absorptions-
maximum bei 325 nm.
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Aus wäßrigen Standardlösungen läßt sich das Hypnotikum Zaleplon mit dem
Argos-Detektor bis hinab zu einer Konzentration von 50 ng/ml bestimmen. Die
Empfindlichkeit des Argos-Detektors ist damit geringfügig besser als die des
Beckman-LIF Detektors.
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Abb. 1.5.2 Untersuchung von Zaleplon und seinen Metaboliten mit dem Argos 250 B Detektor.
a) Wässrige Standardlösung an der Bestimmungsgrenze M1: 5-Oxozaleplon-Glucuronid
b) Direkt injizierte Urinprobe des Sammelintervalls 0-2 h M2: 5-Oxodesethylzaleplon
c) SPE extrahierte Urinprobe des Sammelintervalls 0-2 h M3: 5-Oxozaleplon
Anhand der in Kapitel 1.4.4.3 bereits dargestellten Urinproben wurde gezeigt,
daß die Selektivität des Detektors ausreichend ist, um die Bestimmung der aus
Humanurin an der Festphase extrahierten Zaleplonmetaboliten zu ermöglichen.
Im Hinblick auf Empfindlichkeit und Selektivität ist der Detektor dem Beckman-
LIF ebenbürtig. Grundlegende Konstruktionsschwächen können daher als Ur-
sache für die mangelnde Empfindlichkeit bei der Untersuchung von Tramadol
ausgeschlossen werden.
Der Argos-Detektor beweist, daß prinzipiell auch mit lampenbasierter
Fluoreszenzdetektion die Bestimmungsgrenze in der Bioanalytik abgesenkt
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werden kann. Die Selektivität wird hierbei, ähnlich wie beim Beckman-LIF, vor
allem durch die Anpassung des Emissionsfilters an das Emissionsmaximum des
Analyten erreicht. Ob das Gerät auch für validierte Routineanwendungen aus-
reichend robust ist, wird derzeit in dieser Arbeitsgruppe von GOEDECKE unter-
sucht.
1.6 Zusammenfassung und Ausblick Teil 1
Der Picometrics ZetaLIF® wurde als erster kommerziell erhältlicher Detektor für
die Fluoreszenzanregung im kurzwelligen UV-Spektralbereich, im Hinblick auf
seine Eignung für die Bioanalytik in der Kapillarelektrophorese geprüft und be-
wertet.
Der ursprünglich für die HPLC entwickelte Detektor ist durch den umfassenden
Umbau einer Kapillarkartusche unter Aufrechterhaltung der Flüssigkühlung
erfolgreich an die CE angepasst worden. Durch diese verbesserte Anbindung
konnten Beschränkungen wie sehr lange Trennstrecke, unzureichende Kapillar-
kühlung und festes Outlet-Vial umgangen werden. Damit war der Einsatz des
Detektors in der Bioanalytik erstmals ohne erhebliche Einschränkungen der
elektrophoretischen Trennmethode möglich.
Der Picometrics- ZetaLIF® zeigt bei einer Anregungswellenlänge von 325 nm für
den Arzneistoff Zaleplon eine zwanzigfach bessere Nachweisgrenze als der
Beckman-LIF-Detektor. Dieser Empfindlichkeitsgewinn läßt sich aber aufgrund
der geringen Selektivität des Detektors nicht für die Bioanalytik nutzen.
Durch den Austausch des „cut-off“-Filters gegen einen längerwelligen „band-
pass“-Filter ließe sich die Selektivität des Systems und damit die Eignung für die
Bioanalytik wahrscheinlich deutlich verbessern.
Unter Verwendung eines frequenzvervierfachten Mikrochip-Lasers lassen sich
mit dem Picometrics ZetaLIF® erstmals auch im Routinelabor solche Arzneistoffe
mit der CE-LIF untersuchen, die nur im kurzwelligen UV-Spektralbereich zur
Fluoreszenz angeregt werden.
Durch die LIF-Detektion mit Anregung bei 266 nm ließen sich Tramadol und
seine Phase-I-Metaboliten deutlich unterhalb der UV-Bestimmungsgrenzen
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direkt aus Humanurin quantifizieren. Der Picometrics  ZetaLIF® ist damit trotz
der geringen Energie seines Mikrochip-Lasers für die Ausweitung des
Anwendungsbereichs der LIF-Detektion prinzipiell geeignet.
Dabei ist  jedoch die elektrophoretische Abtrennung zahlreicher
Matrixbestandteile erforderlich, die bei der niedrigen Anregungswellenlänge
ebenfalls zur Fluoreszenz angeregt werden. Diese gelang für Tramadol und
seine Phase-I-Metaboliten, für die anionischen Phase-II-Metaboliten jedoch nur
bedingt. Eine Vielzahl hoch konzentrierter anionischer Matrixbestandteile, im
Urin kann mit anionischen Phase-II-Metaboliten comigrieren und diese
überdecken.
Der Picometrics  ZetaLIF® erlaubt somit in Verbindung mit seinem langlebigen
und wartungsfreien Mikrochip-Laser die Absenkung der Bestimmungsgrenze auf
50 ng/ml im Routinelabor. Dies entspricht einer 20-fachen Verbesserung im
Vergleich zur UV-Detektion.
Einschränkungen für den Routinebetrieb des  ZetaLIF® in der CE erwachsen
allerdings aus der großen Anfälligkeit des Systems gegenüber Störpeaks durch
Pufferalterung.
Die Ergebnisse dieser Untersuchungen haben bereits Eingang in die Weiter-
entwicklung des  ZetaLIF® gefunden. In der Erprobung befindet sich zur Zeit
eine neuartige Detektionszelle, die vollständig in kommerzielle CE-Geräte
integriert werden kann. Die Fokussierung bzw. Abnahme des Anregungs- und
Emissionslichts erfolgt hierbei räumlich getrennt. Die Anfälligkeit gegenüber
Störpeaks durch reflektiertes Anregungslicht sollte dadurch vermindert werden.
Die weiterentwickelte Version des Detektors stand jedoch im Zeitrahmen dieser
Arbeit noch nicht für eine erneute Bewertung zur Verfügung.
Mit dem lampenbasierten Detektor Argos 250 B konnte die Nachweisgrenze für
Tramadol durch Fluoreszenzdetektion im Vergleich zum UV nicht verbessert
werden. Durch den geringen Stokes’ Shift von Tramadol liegen Anregungs- und
Emissionswellenlänge so dicht beieinander, daß es bei der Detektion zur Über-
strahlung des Emissionslichts durch Anregungslicht kommt. Das Gerät ist daher
für den Einsatz im kurzwelligen UV-Bereich nur bedingt geeignet.
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Versuche bei 325 nm zeigten jedoch, daß die Empfindlichkeit des Argos-
Detektors der des LIF-Referenzdetektors prinzipiell vergleichbar ist. Durch die
Möglichkeit des Emissionsfilterwechsels ist anders als beim  ZetaLIF®-Detektor
die selektive Detektion der Analyten möglich. Der Argos-Detektor ist vor allem
durch die frei wählbare Anregungswellenlänge im Einsatz flexibler als
vergleichbare LIF-Systeme.
Tab. 1.6 Gegenüberstellung der bewerteten Fluoreszenzdetektoren für die CE mit Nachweisgrenzen
für Zaleplon
Argos 250 B Picometrics ZeatLIF Beckman-LIF
Fluoreszenz 50 ng/ml 5 ng/ml 100 ng/ml
UV 1 g/ml 1 g/ml 1 g/ml
Steigerung 20 200 10
Selektivität hoch gering sehr hoch
Anregung im tiefen UV bedingt möglich nicht möglich
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2 Untersuchungen zum stereoselektiven
Metabolismus des Antimalariamittels
Lumefantrin
2.1 Einleitung und Zielsetzung
Die Malaria fordert in den Endemiegebieten Afrikas und Asiens auch heute noch
jährlich ca. 1 Mio. Todesopfer[28], die meisten davon sind Kinder [29]. Zahl-
reiche bewährte Malariamittel sind aufgrund der zunehmenden Resistenz-
entwicklung der Erreger wertlos geworden. Der Bedarf an Alternativen, wie dem
1999 erstmalig zugelassenen Kombinationspräparat Riamet®, ist daher groß. In
Riamet wird ein schnell anflutendes Artemisin-Derivat mit dem langsam
eliminierten Lumefantrin kombiniert.
Auch wenn fixe Wirkstoffkombinationen aus pharmakologischer Sicht nicht un-
umstritten sind, vereinfachen sie eine Versorgung der Patienten in Gebieten mit
unzureichender medizinischer Versorgung.
In den Endemiegebieten Afrikas und Asiens wird die Kombination aus
Artemether und Lumefantrin von Novartis zum Selbstkostenpreis unter dem
Namen Coartem bereitgestellt. Die ausgezeichnete Wirksamkeit auch in
Gebieten mit hoher Verbreitung multiresistenter Plasmodien, sowie die
exzellente Verträglichkeit auch bei Kleinkindern, führte im Jahr 2000 zur Auf-
nahme von Coartem in die Liste der „Essential Drugs“ der WHO.
Abb. 2.1.1
Artemether und
Lumefantrin werden in
fixer Kombination  im
Verhältnis 1:6 zur
Behandlung der Malaria
eingesetzt.
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Da sich die Enantiomere des Lumefantrins in isolierten Erythrozyten von
Malariapatienten nicht in ihrer Wirksamkeit unterscheiden [30], sind Studien zum
stereoselektiven Metabolismus bislang nicht durchgeführt worden. Doch auch
wenn die Wirkung der Enantiomere eines racemischen Wirkstoffs sich im Modell
nicht unterscheidet, können in-vivo unerwünschte Arzneimittelwirkungen und
Interaktionen häufig durch stereochemische Aspekte des Metabolismus erklärt
werden.
Im Rahmen dieser Arbeit sollte daher erstmals untersucht werden, inwieweit die
Lumefantrin-Enantiomere sich in Pharmakokinetik und Metabolismus unter-
scheiden.
In humanen Lebermikrosomen wird Lumefantrin vor allem zur N–Desbutylver-
bindung umgesetzt. Diese ist in-vitro 5-8 stärker wirksam als Lumefantrin [31].
Ob auch in vivo relevante Plasmaspiegel von N–Desbutyllumefantrin erreicht
werden und inwieweit die Bildung des wirksamen Metaboliten stereoselektiv
erfolgt, sollte daher ebenfalls untersucht werden.
2.2 Pharmakologie
In China wird bereits seit über 2000 Jahren ein Extrakt aus Artemisia annua
(Chinesischer Beifuß) zur Behandlung von Fiebern eingesetzt. Aus diesem als
Qinghaosu bekannten traditionellen Heilmittel isolierten chinesische Wissen-
schaftler 1979 als Hauptwirkkomponente das Sesquiterpenlacton Artemisin. Aus
Artemisin als Leitsubstanz leiten sich die Wirkstoffe Artemether und Artesunate
ab. Trotz der hohen Aktivitäten, die beide Verbindungen gegen Malariaparasiten
zeigen, kommt es  durch die kurze Halbwertszeit von 2-3 Stunden unter der
Monotherapie häufig zu Rezidiven.
In der Akademie für militärische Medizin der Volksrepublik China wurde daher
um 1980 mit der Suche nach einem geeigneten Kombinationspartner für
Artemether mit entsprechend längerer Plasmahalbwertszeit begonnen. Daraus
ist die als CoArtemether bezeichnete fixe Kombination von Artemether mit dem
lipophilen Arylaminoalkohol Lumefantrin hervorgegangen. Lumefantrin besitzt
eine sehr lange Eliminationshalbwertszeit von einigen Tagen.
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Die Zulassung als Kombinationspräparat in der Volksrepublik China erfolgte
bereits 1992. Weitere klinische Studien durch die Novartis Pharma AG führten
schließlich 1999 zur Zulassung des Fertigarzneimittels Riamet in der Schweiz,
in weiteren Ländern Europas und den USA.
2.2.1 Wirkmechanismus
Der Angriffspunkt für die antiparasitäre Wirkung von Artemether und Lumefantrin
ist die Nahrungsvakuole des Malaria-Plasmodiums. Der genaue Wirk-
mechanismus ist aber bislang nicht bekannt.
Im erythrozytären Stadium gewinnen die Malariaerreger essentielle Amino-
säuren aus dem Abbau von Hämoglobin. Das dabei frei gesetzte Hämatin ist für
die Blutschizonten toxisch, polymerisiert aber spontan zum unschädlichen
Malaria-Pigment Hämozoin.
Es wird angenommen, daß Lumefantrin die Polymerisation des Hämatins zum
Hämozoin hemmt, während Artemether durch die Wechselwirkung seiner
Peroxidbrücke mit dem Häm-Eisen reaktive Metaboliten bildet [32]. Sowohl
Lumefantrin als auch Artemether besitzen einen zweiten Angriffspunkt, der die
Hemmung der Nukleinsäuren- und Proteinbiosynthese im Malaria-Parasiten
einschließt [33]. Die Anti-Malariawirkung der Kombination aus Lumefantrin und
Artemether ist größer als die der Einzelsubstanzen [34].
Lumefantrin und Artemether wirken gegen die erythrozytären Stadien der
Malariaerreger, sind aber nicht gegen die Leberstadien der Malaria–Plasmodien
wirksam.
In in-vitro Untersuchungen mit Erythrozytenisolaten aus Malariapatienten unter-
schieden sich die Lumefantrin-Enantiomere nicht in ihrer antiparasitären Aktivität
[30].
2.2.2 Dosisregime
Lumefantrin wird in fixer Kombination mit dem Sesquiterpenlacton Artemether im
Masseverhältnis 1:6 eingesetzt. Zur Behandlung der unkomplizierten Malaria
werden über vier Tage sechs Dosen à vier Tabletten Riamet®, entsprechend
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einer Tagesdosis von 80 mg Artemether und 480 mg Lumefantrin, verabreicht.
Zum Zeitpunkt der Diagnosestellung wird eine Sättigungsdosis von vier
Tabletten verabreicht, die weiteren fünf Dosen werden gleichmäßig über einen
Zeitraum von 60 Stunden verteilt [35].
2.2.3 Klinische Bedeutung der Stereochemie
strukturähnlicher Malariawirkstoffe
Zahlreiche strukturähnliche chirale Malariawirkstoffe werden als Racemate ver-
abreicht. Wie Lumefantrin zeigen diese Arzneistoffe im Modellversuch mit
isolierten Erythrozyten keine nennenswerten Unterschiede in der Wirksamkeit
der beiden Enantiomere. Untersuchungen zum stereoselektiven Metabolismus
sind daher im Rahmen der Zulassung nicht durchgeführt worden. Dennoch sind
die Erkenntnisse aus Studien zur stereoselektiven Kinetik dieser Wirkstoffe für
das Verständnis der Malariatherapie hilfreich: Für Halofantrin konnte gezeigt
werden, daß das proarrhythmische Potential des (+)–Enantiomers für die
Kardiotoxizität verantwortlich ist. [36]
Bei Hunden ließ sich nach Gabe einer sechzigfachen therapeutischen Dosis
racemischen Lumefantrins ebenfalls eine EKG-Veränderung beobachten. Die
strukturverwandten Verbindungen Halofantrin und Mefloquin zeigen bereits in
therapeutischen Dosen im EKG eine signifikante Verlängerung der QTc-Strecke
durch Blockade des verzögerten Gleichrichter-Kalium-Kanals (delayed rectifier).
Inhibitionsversuche an entsprechend transfizierten Zelllinien zeigten, daß auch
Lumefantrin diesen Ionenkanal blockiert [37]. Im Rahmen einer Dosisfindungs-
studie wurde auch im Menschen vereinzelt eine entsprechende EKG-
Veränderung beobachtet. [38]
In Folge unterschiedlicher Plasmaeiweißbindung der Enantiomere kommt es bei
Chloroquin und Mefloquin zu einer stereoselektiven Verteilung der Arzneistoffe
in die Erythrozyten, ihrem eigentlichen Wirkort. Auch wenn sich die Enantiomere
in ihrer Wirkung nicht unterscheiden, sind Daten zur stereoselektiven Pharmako-
kinetik daher notwendig [39].
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2.3 Pharmakokinetik
2.3.1 Artemether
Nach peroraler Gabe werden maximale Plasmaspiegel bereits nach zwei
Stunden erreicht. Artemether wird in vitro von CYP 3A4 zum ebenfalls
wirksamen Dihydroartemisin desmethyliert. In-vivo übersteigen die Plasma-
spiegel des Dihydroartemisins nach oraler Gabe die der Muttersubstanz um das
Zwei- bis Dreifache. Dies ist bei intramuskulärer Gabe nicht zu beobachten,
woraus sich auf einen ausgeprägten First-pass-Effekt schließen läßt [40]. Die
Einnahme mit fettreicher Nahrung erhöht die Plasmaspiegel von Artemether auf
das Zweifache.
Abb. 2.3.1
Biotransformation von
Artemether zum wirksamen
Dihydroartemisin. Die
Ausscheidung erfolgt vor
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O
H
OCH3
H
H
O O
O
O
O
H
H
H
O
O
CYP 3 A4
O
HO
HO
OH
HOOC
O
O
H
OH
H
H
O O
Arthemether Dihydroarthemisin
Dihydroarthemisin
Glucuronid
Phase II
Phase I
Sowohl Artemether als auch Dihydroartemisin werden mit einer Halbwertszeit
von einer bis drei Stunden vor allem als Glucuronide rasch eliminiert.
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2.3.2 Lumefantrin
Maximale Plasmaspiegel werden erst nach 6-12 Stunden beobachtet. Die
Bioverfügbarkeit von Lumefantrin variiert stark und kann durch fettreiche
Nahrung auf das bis zu Sechzehnfache gesteigert werden [41]. Im Plasma liegt
Lumefantrin zu 99,7% an Serumproteine, überwiegend Lipoproteine, gebunden
vor. Im Blut erfolgt die Verteilung zu ca. 8 % in die Erythrozyten, während die
freie Fraktion weniger als 0,3 % beträgt [42]. Die Elimination bei Erkrankten
erfolgt mit einer Halbwertszeit von 2-3 Tagen [43].
Lumefantrin wird in Hunden überwiegend über die Fäces unverändert, als
Glucuronid und als Glucuronid der Hydroxyverbindung ausgeschieden (Abb.
2.3.2.)
In-vitro läßt sich durch humane Lebermikrosomen eine Desalkylierung zur
N–Desbutylverbindung beobachten. Die Metabolisierung erfolgt vor allem über
die CYP 3A4 Isoform [44]. Lumefantrin inhibiert in-vitro signifikant die CYP 2D6
Isoform, nicht jedoch CYP 3A4.
Interaktionsstudien mit dem CYP 3A4-Hemmstoff Ketoconazol zeigten einen
signifikanten Einfluß auf die AUC von Artemether und Lumefantrin [45]. Die
klinische Relevanz dieser Beobachtung ist jedoch wegen der nahrungs-
abhängigen hohen Variabilität der Bioverfügbarkeit fraglich.
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Abb. 2.3.2 Beschriebene Metaboliten des Antimalariawirkstoffs Lumefantrin. Untersuchungen zu
Plasmaspiegeln der Metaboliten lagen bislang nicht vor.
In in-vitro Experimenten mit isolierten Erythrozyten thailändischer Malaria-
patienten erwies sich N–Desbutyllumefantrin als 5-8 mal stärker wirksam als
Lumefantrin selbst [31]. In der Konsequenz werden zur Zeit Anstrengungen
unternommen, die Struktur des sekundären Amins in zwei Gruppen von Analog-
verbindungen zu optimieren [46]. Inwieweit die E/Z-Isomerie im Fluoren einen
Einfluß auf die Wirksamkeit hat, ist bislang nicht untersucht worden.
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Gruppe 1
Abb. 2.3.3
Lumefantrin-Analogverbindungen in der
präklinischen Entwicklung:
Die Substanzen werden wie Lumefantrin
als Racemate synthetisiert.
Die Substanzen der Gruppe 1 liegen wie
N-Desbutyllumefantrin außerdem als
E/Z-Isomerengemische vor.
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2.4 Physikalisch-Chemische Eigenschaften
Lumefantrin liegt als freie Base in Form des Racemats der Z-Verbindung vor.
Die Verbindung hat einen logP von 8,4 und ist praktisch unlöslich in Wasser.
Das UV-Absorptionsspektrum der gelb gefärbten Substanz zeigt ein ausge-
prägtes Absorptionsmaximum bei 270 nm, sowie zwei weitere Maxima bei 300
und 335 nm. Die Verbindung zeigt trotz der Fluorenpartialstruktur keine
nennenswerte Fluoreszenz.
Durch die drei Chlorsubstituenten im Molekül spiegelt das Massenspektrum vom
Lumefantrin und seinen Metaboliten die charakteristische Häufigkeitsverteilung
der 37Cl-Isotope wider. Chlor kommt zu ca. 70 % als 35Cl-Isotop und zu 30 % als
37Cl-Isotop vor. Einfach chlorsubstituierte Verbindungen zeigen daher im
Massenspektrum zwei Molpeaks im Abstand von zwei Masseneinheiten mit dem
Intensitätsverhältnis 1:3. Je mehr Chlorsubstituenten ein Molekül trägt, desto
mehr Molpeaks treten auf und desto wahrscheinlicher ist das Auftreten von 37Cl-
Isotopen. Bei dem H+-Addukt des dreifach chlorsubstituierten Lumefantrins
treten dabei drei Molpeaks mit den Massen 528, 530 und 532 auf. Die relativen
Signalintensitäten betragen entsprechend 100, 96, und 34%.
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Abb. 2.4.1 Struktur, UV-Spektrum und Massenspektrum des H+-Adddukts des Antimalariawirkstoffs
Lumefantrin.
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2.5 In-vitro Untersuchungen zum Metabolismus von
Lumefantrin
2.5.1 In-vitro Modell
Als in-vitro Modell zur Untersuchung des Phase-I-Metabolismus dienten
Mikrosomenpräparationen aus Rattenlebern. Die eingesetzten Mikrosomen
waren von SCHEPMANN[47] durch fraktionierte Zentrifugation aus den
homogenisierten Lebern phenobarbitalinduzierter Tiere gewonnen worden.
Die Inkubationen wurden in Tris-Puffer PH 7,4 bei 37°C in silanisierten [48]
10 ml-Schliffgläsern im Schüttelwasserbad vorgenommen. Nach vier Stunden
wurde die Reaktion durch Zugabe von eiskaltem Isopropylalklohol gestoppt.
Nach Zusatz von Sörensen Puffer pH 9 wurde mit Hexan extrahiert und
aufkonzentriert.
Neben den eigentlichen Inkubationsansätzen wurden Vergleichsansätze ohne
Cosubstrat (Blindwert) und ohne Testverbindung (Leerwert) inkubiert.
Die enzymatische Umsetzung einer Substanz in-vitro läßt sich leicht verfolgen,
indem man die Substratabnahme betrachtet. Dies hat den Vorteil, daß eine
Bestimmungsmethode auch ohne genaue Kenntnis der gebildeten Metaboliten
einfach zu entwickeln ist.
Die Inkubationsversuche zeigten jedoch keine erkennbare Abnahme der
Lumefantrinkonzentration. Dies ist vermutlich auf die geringe freie Substrat-
konzentration zurückzuführen. Diese wird durch die bei pH 7,4 mit 99,7 % sehr
hohe Plasmaeiweißbindung von Lumefantrin und die sehr schlechte Löslichkeit
im wäßrigen Inkubationsansatz begrenzt.
Durch den Zusatz von 2% Acetonitril zum Inkubationspuffer konnte die einge-
setzte Substratkonzentration auf 10 M gesteigert werden. Wegen der geringen
Umsetzung von wenigen Prozent war die Abnahme der Lumefantrin-
konzentration jedoch nicht präzise bestimmbar. Daher sollte statt der Substrat-
abnahme die Metabolitenbildung verfolgt werden. Da die geringe Umsetzung
auch entsprechend niedrige Metabolitenkonzentrationen bedingt, war dazu die
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Entwicklung einer Bestimmungsmethode mit entsprechend niedrigen Nachweis-
grenzen erforderlich.
Die Kopplung der HPLC mit der massenspektrometrischen Detektion bietet hier
nicht nur die erforderliche Empfindlichkeit, sie ermöglicht auch eine weit-
gehende Identifizierung der gebildeten Metaboliten über ihre Masse.
2.5.2 Einführung in die HPLC-MS-Kopplung für die
Bioanalytik von Arzneistoffen
Mit Hilfe geeigneter Interfaces lassen sich Analyten direkt aus dem vernebelten
HPLC-Eluat schonend ionisieren. Die Ionen können dann im
Massenspektrometer getrennt nach ihrem Verhältnis von Masse zu Ladung
detektiert werden.
Am häufigsten werden hierbei die Elektrospray-Ionisierung (ESI) und
Chemische-Ionisierung bei Atmosphärendruck (APCI) eingesetzt. Um den
Ioneneinlaß des Massenspektrometers vor nicht ionisierten Matrixbestandteilen
zu schützen, haben sich in der Bioanalytik Interfaces durchgesetzt, die das
HPLC-Eluat im rechten Winkel zur Ioneneinlaßöffnung vernebeln („Orthogonal-
Spray“). So können nur ionisierte Probenbestandteile, einem elektrischen
Feldgradienten folgend, das Innere des Massenspektrometers erreichen.
Die hohe Selektivität, die aus dieser Hybridisierung von HPLC und Massen-
spektrometrie resultiert, erlaubt die empfindliche Analytik biologischer Proben
bei minimaler Probenvorbereitung. Zudem können unbekannte Analyten durch
die massenspektrometrische Detektion über ihr Verhältnis von Masse zu Ladung
charakterisiert werden.
Bei den zur Kopplung verwendeten Ionisationsverfahren (ESI, APCI) kommt es,
anders als bei der klassischen Elektronenstoß-Ionisation, nicht zu einer Frag-
mentierung der Analyten in der Ionenquelle. Dies ist für quantitative
Bestimmungen vorteilhaft. Sollen aber Fragmentierungsmuster der Analyten zur
Strukturaufklärung erhalten werden, sind geeignete Techniken für die
Fragmentierung der Analyten innerhalb des Massenanalysators erforderlich. Je
nach analytischer Fragestellung kommen in der Bioanalytik daher Massen-
spektrometer unterschiedlicher Bauart zum Einsatz.
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2.5.2.1 Single-Quadrupol-Massenspektrometer
Einfache Quadrupol-Massenspektrometer sind kompakt und vergleichsweise
preiswert, zur Strukturaufklärung über die Masseninformation hinaus aber nur
bedingt geeignet. In besonderen Fällen lassen sich durch drastische Ionisations-
bedingungen Fragmente in der Ionenquelle erzeugen. Diese Art der
Fragmentierung ist jedoch unselektiv und führt zu Spektren mit erheblichen
Untergrundsignalen. Wegen ihres großen Linearitätsbereichs und der
Selektivität der Detektion werden diese Geräte in der Bioanalytik vor allem zur
Quantifizierung genutzt.
Ein Quadrupolfilter besteht aus vier ringförmig angeordneten Metallstäben, an
die hochfrequente Wechselspannungen angelegt werden. Die Frequenz der
angelegten Wechselspannung bestimmt die Resonanzfrequenz, die ein Ion
haben muß, um das Quadrupol passieren zu können. Diese Resonanzfrequenz
ergibt sich wiederum aus dem Verhältnis von Masse zu Ladung (m/z) des Ions.
Ein Quadrupol-Massenfilter erlaubt also nur die Passage von Ionen eines fest-
gelegten Masse/Ladungsverhältnisses. Sollen mehrere Analyten unterschied-
licher Masse in einem Experiment bestimmt werden, muß zwischen den
entsprechenden Frequenzen umgeschaltet werden. Die Verweilzeit pro Massen-
spur (dwell-time) liegt typischerweise im Bereich von 0,1-1 s und liefert somit
auch bei der Überwachung mehrerer Massenspuren genügend Meßpunkte, um
auch scharfe und kleine chromatographische Peaks sicher zu beschreiben.
Othogonal-Spray-
Ionenquelle Einlaßsystem
Quadrupol-
Fokussierungslinse
Quadrupol-
Massenfilter Detektor
Abb. 2.5.1 Schematische Darstellung des zur Quantifizierung eingesetzten Single-Quadrupol-
Massenspektrometers (Finnigan MSQ). Das orthogonal-Spray-Interface in Verbindung mit
einem zweifachen Versatz in der Ionenflugbahn bietet größtmöglichen Schutz vor
Verschmutzung durch Matrix-Ablagerungen. (........) = Ionenflugbahn
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2.5.2.2 Ionenfallen-(„ion-trap“)-Massenspektrometer
Zur Strukturaufklärung durch Fragmentierungsexperimente besonders gut
geeignet sind dagegen Massenspektrometer, die nach dem Prinzip der Ionen-
falle arbeiten:
Alle aus dem HPLC-Eluat gebildeten Ionen werden während der Füllphase über
den gesamten Massenbereich in der Ionenfalle gesammelt. Entweder werden
anschließend alle Ionen nacheinander aus der Falle entlassen, um ein Massen-
spektrum aufzunehmen (scan), oder einzelne Ionen werden in der Falle
stabilisiert. Ein so isoliertes Ion läßt sich nun durch Wechselspannung zur
Kollision mit Gasmolekülen anregen und dadurch fragmentieren. Einzelne
Fragmente können nun ebenfalls isoliert und weiter fragmentiert werden. Dieser
Vorgang läßt sich mehrfach wiederholen, so daß selektiv die Abbaumuster
einzelner Ionen untersucht werden können. Ist die Grundstruktur, wie bei Arznei-
stoff-Metaboliten, weitgehend bekannt, lassen sich aus den Abbaumustern
Strukturvorschläge ableiten.
Ionenquelle Einlaßsystem
Oktapol-
Fokussierungslinsen Ionenfalle Detektor
Abb. 2.5.2 Schematischer Aufbau des zur Strukturaufklärung eingesetzten Ion-trap –Massen-
spektrometers (Finnigan LCQ). Innerhalb des Einlaßsystems soll ein Versatz in der
Ionenflugbahn die Oktapole vor Verschmutzung schützen. (........) = Ionenflugbahn
Prinzipiell kann auch mit Ionenfallen quantifiziert werden. Allerdings ist der
Linearitätsbereich in der Regel kleiner als bei Quadrupolgeräten. Ein erheblicher
Nachteil gegenüber einem Quadrupolsystem besteht aber vor allem in der
verhältnismäßig langen Zeit, die für eine Messung benötigt wird: In einem
Schnellscan wird die Füllzeit der Falle ermittelt. Die Falle wird für einige 100 ms
gefüllt, und der Falleninhalt wird für die eigentliche Messung entleert. Um
Füllzeitschwankungen zu kompensieren, werden typischerweise drei derartige
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Durchläufe gemittelt. Die Ermittlung eines einzelnen Datenpunkts kann also,
insbesondere wenn fragmentiert wird, durchaus Sekunden dauern. Dies führt zu
einer reduzierten Zahl von Datenpunkten über einen chromatographischen Peak
und damit zu einer verminderten Integrationspräzision an der Bestimmungs-
grenze.
Für quantitative Bestimmungen mit LC/MS wird daher in der Regel ein
Quadrupol-Massenspektrometer bevorzugt.
2.5.2.3 Triple-Quadrupol-Massenspektrometer
Die Möglichkeit der Fragmentierung und erneuten Massenfilterung in der Ionen-
falle liefert nicht nur Strukturinformationen. Sie kann auch zur Steigerung der
Selektivität der Detektion genutzt werden, indem ein Analytion isoliert und
fragmentiert wird. Die selektive Quantifizierung erfolgt anschließend über ein
bestimmtes Fragment des Analyten.
Die hieraus resultierende Selektivitäts-und Empfindlichkeitssteigerung kann
auch in Quadrupol-Massenspektrometern realisiert werden, indem drei
Quadrupole hintereinander geschaltet werden. Das erste Filter isoliert das
Mutterion. Das zweite mit Inertgas gefüllte Quadrupol dient als Kollisionszelle.
Das dritte  Quadrupol filtert das zu messende Fragment heraus.
Derartige Triple-Quadrupol-Massenspektrometer sind die Geräte der ersten
Wahl für die Quantifizierung von Arzneistoffen in biologischen Proben mittels
LC/MS/MS. Anders als die Ionenfalle erlauben diese Geräte aber nur einen
einzigen Fragmentierungsschritt. Die Untersuchung komplexer Abbaumuster zur
Strukturaufklärung blieb deshalb bislang „ion-trap“ Geräten vorbehalten.
In jüngster Zeit sind jedoch Triple-Quadrupol-Massenspektrometer entwickelt
worden, die eines der drei Quadrupole als so genannte „lineare Falle“ betreiben
können [49] und so die Vorteile beider Techniken vereinen.
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2.5.3 Charakterisierung der Phase-I-Metaboliten durch
Ionenfallen-Massenspektrometrie
Die Charakterisierung der Phase-I-Metaboliten erfolgte mit Hilfe eines
Ionenfallen-Massenspektrometers, das über ein Elektrospray-Interface an die
HPLC angekoppelt war.
Um eine weitgehende Auftrennung des Metabolitenspektrums zu erreichen,
wurden die Extrakte der Inkubationsansätze zunächst an einer RP-8 Phase mit
einem Fließmittelgradienten eluiert. Um die Ausbeute des H+-Addukts bei der
Elektrospray-Ionisation zu verbessern, wurde dem Acetonitrilanteil 0,1%
Ameisensäure zugesetzt. Die Detektion erfolgte im Full-scan Modus.
Die oxidativen Biotransformationen aus Phase-I ließen charakteristische Verän-
derungen des Molekulargewichts von Lumefantrin erwarten:
Die Einführung von Sauerstoff in das Molekül erhöht das relative Molekular-
gewicht um 16. Eine Hydroxylierung in Nachbarschaft zum Amin-Stickstoff führt
zur Bildung eines instabilen Halbaminals, das in wäßriger Lösung zur
N–Desbutylverbindung zerfällt. Weitere mögliche Metaboliten ergeben sich
durch Mehrfachhydroxylierungen und die Kombination aus Hydroxylierung und
Desalkylierung.
So konnte gezielt in den entsprechenden Massenspuren nach Metaboliten
gesucht werden. Neben der Masse des H+-Addukts diente das charakteristische
Verteilungsmuster der 37Chlor-Isotopen dabei als Identitätskriterium eines
möglichen Metaboliten.
2.5.3.1 „Hydroxy“-Metaboliten
Während in humanen Lebermikrosomen vor allem die N–Desbutylverbindung
gebildet wird, überwogen bei den Inkubationen mit induzierten Rattenleber-
mikrosomen Signale in den Massenspuren von einfach und zweifach
hydroxylierten Verbindungen (Abb. 2.5.4). Die Chromatogramme der
Inkubationsansätze zeigen je zwei Peaks mit dem Masse/Ladungsverhältnis 544
bzw. 560.
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Durch das Masse/Ladungsverhältnis allein lassen sich jedoch weder Hydroxy-
verbindungen von N–Oxiden unterscheiden, noch lassen sich Aussagen zur
Hydroxylierungsposition machen (Abb. 2.5.3).
Durch Fragmentierungsexperimente in der Ionenfalle sollte daher eine möglichst
genaue Eingrenzung der Position der Sauerstoffeinführung erreicht werden.
HO N
O
HO N
OH
HO
Cl
ClCl
OH
N (C4H9)2
Abb. 2.5.3 Mögliche Lumefantrinmetaboliten mit m/z von 544.
2.5.3.2 Eingrenzung der Hydroxylierungsposition durch
Fragmentierungsexperimente
Die Fragmentierung erfolgte „online“ nach isokratischer Chromatographie der
Inkubationsansätze. Werden wie hier verschiedene Peaks derselben Masse
untersucht, ist eine vollständige chromatographische Trennung erforderlich, um
eine Überlagerung der Fragmentierungsspektren der Metaboliten auszuschlie-
ßen. Wenn dies wie bei den zweifach hydroxylierten Verbindungen nicht gelingt,
sollten lediglich die Massenspektren am aufsteigenden bzw. am absteigenden
Ast der überlappenden Peaks ausgewertet werden.
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m/z 544.40-526.40-[200-600]
Totalionenstrom
MS
3
1·10 cps
7
„Hydroxy”-Lumefantrin
18.69
14.8
3020100
Zeit [min]
m/z 560.40-542.40-[145-528]
Totalionenstrom
MS
3
5,98·10 cps
5
„Dihydroxy”-Lumefantrin
10.77
9.58
3020100
Zeit [min]
Abb. 2.5.4 Totalionenchromatogramm der Massenspuren nach Fragmentierung des m/z 544 und m/z
560 in der Ionenfalle.
Um die Position des eingeführten Sauerstoffs einzugrenzen, hat es sich be-
währt, die Fragmentierungsspektren der Metaboliten denen der Muttersubstanz
gegenüberzustellen [50] (Tab. 2.5). So können Massenverschiebungen im
Metabolitenspektrum, die einer Sauerstoffeinführung entsprechen leicht erkannt
werden. Treten bei der Fragmentierung der Metaboliten hingegen Bruchstücke
auf, die dieselbe Masse wie die entsprechenden Fragmente der Muttersubstanz
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haben, muß der Sauerstoff in dem eliminierten Molekülteil eingeführt worden
sein.
Um erste Anhaltspunkte für geeignete Fragmentierungsbedingungen und
Strukturen aussagekräftiger Fragmente zu erhalten, wurde zunächst das Ab-
baumuster von Lumefantrin selbst im Direkteinlaßmodus untersucht.
Fragmentierungsmuster von Lumefantrin
Der erste Abbauschritt ist eine Abspaltung der OH-Gruppe in Allylstellung (Abb.
2.5.6)
Nach erfolgter Wasserabspaltung kommt es zur Abspaltung von Teilen der
Butylseitenkette:
Durch heterolytische Spaltung der C-N-Bindung entsteht das Fragment B (m/z
454). Zwei weitere Fragmente, A (m/z 468) und C (m/z 426) sind das Produkt
von Abbaureaktionen, wie sie analog aus der Massenspektrometrie mit Elektro-
nenstoß-Ionisation bekannt sind.
In der Butylseitenkette kommt es wie bei der Elektronenstoßionisation zur Spal-
tung der C-C-Bindung an einem zum Heteroatom –ständigen Kohlenstoffatom.
Mit dem Vorhandensein eines Protons am –Kohlenstoff erfüllt der verbleibende
Rest sowohl die Bedingungen für eine Umlagerung nach Mc-Lafferty, als auch
eine „Onium“-Reaktion Abb. 2.5.5. Beide Abbauwege werden auch in der
Ionenfalle beobachtet [50].
N N N
N
H
-Spaltung
Onium-
Reaktion
Onium-
Reaktion
2. -Spaltung
A C
Abb. 2.5.5 Abbau der Seitenkette durch Fragmentierung im Ionenfallen-Massenspektrometer.
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E
Abb. 2.5.6 Strukturhypothesen des Fragmentierungsbaums von Lumefantrin in der Ionenfalle. Angege-
ben sind die theoretischen Massen der entsprechenden H+-Addukte.
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Die weitere Fragmentierung liefert durch die Abspaltung der Amino-Funktion das
Fragment D (m/z 383) und durch den Verlust von Chlor-Radikalen das Fragment
E (m/z 348). Bei hoher Kollisionsenergie läßt sich schließlich der p–Chlorphenyl-
Rest aus dem Fluorengerüst herausspalten.
Abb. 2.5.7
Weitere Abspaltungen aus
dem Lumefantrin-grundge-
rüst nach Wasserabspal-
tung. Angegeben sind die
Massen der austretenden
Fragmente.
Cl
ClCl
N
-35
-56
-128
-111
-42
Interpretation der Fragmentierungsspektren der Metaboliten
Bei einer Hydroxylierung am Aromaten sollten die Fragmente A-D eine entspre-
chend um 16 höhere Masse zeigen.
Im Falle einer Ring-Hydroxylierung sollte außerdem durch die Abspaltung des
p–Chlorphenyl-Rests erkennbar sein, in welchem Teil des Fluorengerüsts
hydroxyliert worden ist.
Tab. 2.1 Hauptfragmente und relative Signalintensitäten [%] aus dem Massenspektrum der
Lumefantrin-Fragmentierung im ESI-Direkteinlaß-Experiment. Mcal=theoretische Masse
MS
3
% Mcalc loss
A 468,17 (86) 468,10 42,15
B 454,20 (71) 454,08 56,12
C 426,14 (15) 426,05 84,18
D 383,18 (75) 383,01 127,14
E 348,18 (24) 348,04 162,14
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„Monohydroxy“-Metaboliten: MS
3 
des m/z 544
Im Chromatogramm der Metaboliten mit dem Masse/Ladungsverhältnis 544
zeigen die Massenspektren (Abb. 2.5.8) beider Peaks dieselben, aus dem Ab-
bau der Seitenkette hervorgegangenen, Hauptfragmente A und B (Abb. 2.5.9)
wie die Muttersubstanz Lumefantrin.
Daraus läßt sich folgern, daß die Hydroxylierung bei beiden Metaboliten an dem
eliminierten Alkylrest, also in der Seitenkette, erfolgt sein muß.
Dies wird außerdem durch das Fragment D (m/z 383) belegt. Dieses sollte im
Falle einer Ringhydroxylierung entsprechend ein m/z von D+16 (399) zeigen.
Wo genau im Dibutyl-Amino-Teil die Hydroxygruppe eingefügt worden ist, kann
aus den Fragmentstrukturen allein jedoch nicht abgeleitet werden. Hierzu wäre
eine schrittweise Verkürzung der Seitenkette erforderlich. Diese läßt sich in der
Ionenfalle aber nicht gezielt herbeiführen.
Das Einführen eines Heteroatoms in die Seitenkette hat aber nicht nur Einfluß
auf die Masse der entstehenden Fragmente, sondern auch auf das Fragmentie-
rungsmuster der Alkylkette. Wird neben der qualitativen Information der ent-
stehenden Fragmente auch die Signalintensität betrachtet, läßt sich die Position
der eingeführten Hydroxygruppe aus dem Fragmentierungsmuster ableiten:
Im Lumefantrin wird die Spaltposition innerhalb des Butylrests maßgeblich durch
den Amin-Stickstoff bestimmt. Die Fragmente A und B werden dabei mit an-
nähernd gleicher Intensität gebildet.
Welche Bindung innerhalb der Seitenkette bevorzugt gespalten wird, wird in den
Hydroxymetaboliten neben dem Aminstickstoff auch durch die Position des
eingeführten  Sauerstoffs bestimmt.
Der Vergleich der Massenspektren der Metaboliten mit dem Lumefantrin-
Spektrum (Abb. 2.5.8) zeigt, daß in den Metabolitenspektren jeweils eines der
beiden Fragmente A oder B überwiegt. Aus dem früher eluierenden Peak wird
das Fragment B verstärkt gebildet, während im zweiten Metaboliten-Peak das
Fragment A dominiert.
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Abb. 2.5.8 Gegenüberstellung der MS3-Spektren der beiden Peaks in der Massenspur m/z 544 des in
(Abb. 2.5.4) dargestellten Chromatogramms mit dem Fragmentierungsspektrum von
Lumefantrin.
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Es kann angenommen werden, daß die Spaltung der Seitenkette dort erfolgt, wo
sie sowohl durch den Stickstoff als auch durch den Sauerstoff begünstigt ist.
Aus der klassischen Massenspektrometrie mit Elektronenstoß-Ionisation ist
bekannt [51], daß die Spaltung der distalen Bindung des -ständigen Kohlen-
stoffatoms charakteristisch für sekundäre Hydroxygruppen ist.
Legt man dies zugrunde, sollte die Hydroxylierung bei beiden Metaboliten in -
Stellung zu der gespaltenen Bindung erfolgt sein.
a) „Hydroxy“-Lumefantrin-1
HO N N NH
[M+H]+ = 454[M+H]+ = 544 [M+H]+ = 526
MS2
OH OH

B
b) „Hydroxy“-Lumefantrin-2
 
HO N N N
[M+H]+ = 468[M+H]+ = 544 [M+H]+ = 526
MS2 MS3
HO HO

A
Abb. 2.5.9 a) Verstärkte Bildung des Fragments B durch die eingeführte Hydroxygruppe
b) Verstärkte Bildung des Fragments A durch die eingeführte Hydroxygruppe
Fragmentierung der „Dihydroxy“-Metaboliten: MS
3 
des m/z 560
Die Gegenüberstellung der Fragmentierungsspektren (Abb. 2.5.10) der zwei
Peaks in der Massenspur 560 mit den Spektren von Lumefantrin zeigt durch das
Fragment D, daß bei beiden Metaboliten auch der zweite Sauerstoff in die
Seitenkette eingeführt worden ist. Aus dem Auftreten des Fragments A+16 ist
ersichtlich, daß bei der Verkürzung der Seitenkette nur eine OH-Gruppe
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eliminiert wird. Die beiden Hydroxylierungspositionen müssen damit in unter-
schiedlichen Alkylresten liegen.
Zur Eingrenzung der Hydroxylierungsposition lassen sich die Überlegungen von
den Monohydroxyverbindungen auf die zweifach hydroxylierten Metaboliten
übertragen. So kann auch das Auftreten des Fragments F mit m/z 412 durch
den Einfluß des eingeführten Sauerstoffs auf die Spaltposition innerhalb der
Seitenkette erklärt werden.
Tab. 2.2 Vergleich der MS3-Fragmente der hydroxylierten Metaboliten mit denen von Lumefantrin
RT=Retentionszeit, M=528, m=m/z des Fragments, [x] m/z-Unterschied zu M,  -/- =keine
Entsprechung
(x)=Massenunterschied zum entsprechenden Fragment von Lumefantrin
RT
 [min]
MW MS MS
2
MS
3
A
MS
3
B
MS
3
C
MS
3
 D
MS
3
E
LMF* M m m
[-18]
m
[-42]
m
[-71]
m
[-84]
m
[-127]
m
[-162]
14,8 M (+16) m (+16) m (+16)
[-18]
m (+16)
[-42]
m(0)
[-71]
-/- m(0)
[-143]
-/-
18,7 M (+16) m (+16) m (+16) m (+16)
[-42]
m(0)
[-71]
m(0)
[-100]
m(0)
[-143]
-/-
9,6 M (+32) m (+32) m (+32)
[-18]
m (+16)
[-58]
m (+16)
[-87]
-/-
[-116]
m(0)
[-166]
-/-
10,8 M (+32) m (+32) m (+32)
[-18]
m (+16)
[-58]
m (+16)
[-87]
m(0)
[-116]
m(0)
[-66]
m
[-194]
* gemessen im ESI-Direkteinlaßmodus
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Abb. 2.5.10 Gegenüberstellung der MS3-Spektren der beiden Peaks in der Massenspur m/z 560 des in
(Abb. 2.5.4) dargestellten Chromatogramms mit denen des Lumefantrins.
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2.5.3.3 Zusammenfassung der Ergebnisse der Fragmentierungs-
experimente
Die nach mikrosomaler Umsetzung von Lumefantrin gebildeten Metaboliten mit
den Massenverhältnissen m/z 544 und m/z 560 wurden mit Hilfe der Ionenfallen-
massenspektrometrie charakterisiert.
Aus den Fragmentierungsexperimenten wurde abgeleitet, daß es sich bei
beiden Peaks in der Massenspur m/z 544 um in der Seitenkette hydroxylierte
Metaboliten von Lumefantrin handelt. Das Vorliegen eines N-Oxids oder von am
Aromaten hydroxylierten Verbindungen kann ausgeschlossen werden.
Die beiden Peaks im Chromatogramm der Massenspur 560 entsprechen zwei-
fach hydroxylierten Metaboliten von Lumefantrin. Die beiden Hydroxy-Gruppen
liegen dabei in unterschiedlichen Butylresten.
Aus dem Einfluß des eingeführten Sauerstoffs auf das Fragmentierungsmuster
der Seitenkette wurden folgende Metabolitenstrukturen abgeleitet:
Tab. 2.3 Aus den MS3-Experimenten abgeleitete Strukturen der hydroxylierten Lumefantrin-
Metaboliten.
„Dihydroxy“-Lumefantrin „Hydroxy“-Lumefantrin
RT [min] Struktur RT [min] Struktur
9,58
N
HO
OHHO
„Diydroxy“-LMF-1
14,8
N
OHHO
„Hydroxy“-LMF-1
10,77
N
HO
HO
HO
„Diydroxy“-LMF-2
18,69
N
HO
HO
„Hydroxy“-LMF-2
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Da durch die Hydroxylierung von Lumefantrin in der Seitenkette zum
sekundären Alkohol ein neues Chiralitätszentrum entsteht, könnte es sich bei
den beiden Peaks in der Massenspur m/z 544 jedoch auch um Diastereomere
eines einzigen Hydroxymetaboliten handeln. Diese könnten prinzipiell an der
achiralen stationären Phase chromatographisch getrennt werden. Auch
Diastereomere liefern mitunter bei der Fragmentierung unterschiedliche Inten-
sitäten derselben Fragmente.
Die exakte Position der Hydroxylierung kann daher nicht abschließend festge-
legt werden.
Die enzymatische Umsetzung von Lumefantrin im in-vitro Modell liefert bei der
eingesetzten Substratmenge von ca. 10 g Ausbeuten von weniger als 1 g pro
Metabolit. Die Hydroxymetaboliten sind damit NMR-spektroskopischen Unter-
suchungen zur weiteren Strukturaufklärung nicht ohne weiteres zugänglich.
Da die Bildung der Hydroxyverbindungen in menschlichen in-vitro Modellen
bislang nicht beobachtet worden ist, wurde auf eine weitergehende Unter-
suchung der Hydroxylierungsposition verzichtet.
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2.5.3.4 N–Desalkylmetaboliten
Bei der oxidativen Umsetzung von Lumefantrin in humanen Lebermikrosomen
wird die N–Desbutylverbindung als Hauptmetabolit gebildet. Auch in den hier
eingesetzten Rattenlebermikrosomen konnte die N-Desalkylierung beobachtet
werden.
N–Desbutyllumefantrin stand zudem als Vergleichssubstanz zur Verfügung und
konnte zusätzlich durch Coelution nach Aufstocken identifiziert werden.
m/z: 472
3·10 cps
6
N-Desbutyllumefantrin
21.54
Negativkontrolle
Inkubationsansatz
3020100
Zeit [min]
HO
Cl
ClCl
N
H
470460 480 490
m/z
472.20
474.20
21.08-21.77 min3,48·10 cps
4
Abb. 2.5.11 Chromatogramm nach mikrosomaler Umsetzung von Lumefantrin. Gezeigt ist die Massen-
spur m/z 472. Der Ausschnitt des Massenspektrums zeigt das typische Cl3-Isotopenver-
teilungsmuster des Peaks.
Neben dem entsprechenden Peak in der Massenspur 472 ließen sich im
Chromatogramm nach längerer Inkubation noch zwei weitere Peaks mit dem
Masse/Ladungsverhältnis 488 nachweisen, deren Masse dem H+-Addukt einer
Hydroxy-N-Desbutylverbindung entspricht (m+16).
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m/z: 488
6,48·10 cps
5
480 490 500 510
488.27
490.33
17,35-17,74 min1,72·10 cps
4
17.98
17.18
Hydroxy-N-Desbutyllumefantrin
Negativkontrolle
480 490 500 510
490.20
488.13
17,71-18,35 min3,48·10 cps
4
m/zm/z
Inkubationsansatz
3020100
Zeit [min]
Abb. 2.5.12 Chromatogramm nach mikrosomaler Umsetzung von Lumefantrin. Gezeigt ist die Massen-
spur m/z 488. Der Ausschnitt des Massenspektrums zeigt das typische Cl3-Isotopenver-
teilungsmuster der Peaks.
2.5.3.5 Weitere nicht identifizierte Metaboliten
Im Chromatogramm der Inkubationsansätze traten weitere Metabolitenpeaks mit
den Masse/Ladungsverhältnissen 420 und 436 auf, denen jedoch keine Struktur
zugeordnet werden konnte. Sie treten nicht im Inkubationsansatz ohne Co-
Substrat (Blindwert) auf und zeigen bei der Fragmentierung Gemeinsamkeiten
mit Lumefantrin. So ist auch hier der erste Schritt die Abspaltung von Wasser.
Eine weitere Fragmentierung liefert Fragmente (m/z 360, m/z 346), welche
ebenfalls, wenn auch mit geringer Intensität, bei der Fragmentierung von
Lumefantrin zu beobachten sind.
Da beide Metaboliten auch bei der mikrosomalen Umsetzung von
N–Desbutyllumefantrin entstehen, muß die N–Desalkylierung Teil der Bio-
transformation gewesen sein. Das Massenspektrum der beiden Peaks zeigt die
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Isotopenverteilung einer zweifach chlorierten Verbindung. Daher muß bei der
mikrosomalen Umsetzung Chlor abgespalten worden sein.
In Untersuchungen zum Metabolismus halogenierter aromatischer Kohlen-
wasserstoffe, insbesondere von Biphenylen, mit Hilfe von Mikrosomen-
präparationen sind solche Deshalogenierungen am Aromaten beschrieben
worden [52, 53].
2.5.4 Zeitabhängige Bildung der Hauptmetaboliten
Die Bildung der Hauptmetaboliten sollte verfolgt werden, um geeignete
Inkubationsbedingungen für die Inkubation der Reinenantiomere aufzuzeigen.
Durch die drei Chlorsubstituenten weist Lumefantrin ein typisches Isotopen-
muster auf, das sich im Sinne eines „Fingerprints“ bei allen Hauptmetaboliten
wiederfindet. Das Isotopenmuster diente daher im Single-Quadrupol-Massen-
spektrometer erneut als zusätzliches Identitätskriterium eines potentiellen
Metaboliten.
2.5.4.1 Halbquantitative Bestimmung der Metaboliten mit Hilfe der
ESI/Quadrupol-Massenspektrometrie
Prinzipiell kann auch mit Ionenfallen-Massenspektrometern quantifiziert werden.
Meistens werden für quantitative Experimente jedoch Quadrupol-Massen-
spektrometer bevorzugt. Dies liegt zum einen an dem größeren Linearitätsbe-
reich dieser Geräte, zum anderen an der höheren Zahl von Meßpunkten über
einen chromatographischen Peak und der damit besseren Integrationspräzision.
Quantitative und halbquantitative Bestimmungen wurden daher an einem Single-
Quadrupol-Massenspektrometer durchgeführt.
Wenn verfügbar, sollte in der Massenspektrometrie immer der isotopenmarkierte
Analyt als Interner Standard verwendet werden. Durch die zeitgleiche Ionisation
von Analyt und internem Standard  werden so Schwankungen der
Ionenausbeute kompensiert. Diese Schwankungen werden in der Bioanalytik vor
allem durch Suppresssions-Effekte coeluierender Matrixkomponeneten ver-
ursacht. Da aber kein isotopenmarkiertes Lumefantrin als Interner Standard zur
Verfügung stand, wurde für quantitative Experimente das strukturverwandte
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Halofantrin als Interner Standard eingesetzt. Wegen der hohen Lipophilie von
Lumefantrin werden hydrophile Matrixbestandteile weitgehend chromato-
graphisch abgetrennt. Es kommt daher nicht zu einer Beeinträchtigung der
Ionisation durch Matrix-Suppressionseffekte.
Abb. 2.5.13
Der Interne Standard
Halofantrin trägt eben-
falls eine Dibutylamino-
funktion. Die Detektion
erfolgte als H+-Addukt
bei m/z500
NHO
F3C
Cl
Cl
MW 499
Da für die Hydroxymetaboliten keine Referenzsubstanzen zur Verfügung
standen, wurde das Peakflächenverhältnis von Metabolit zum Internen Standard
für eine halbquantitative Auswertung herangezogen. Verschiedene Metaboliten
lassen sich aber auf diese Weise nur vergleichen, wenn sichergestellt ist, daß
sie mit vergleichbaren Ionenausbeuten ionisiert werden. Da sich Lumefantrin
und die hydroxylierten Verbindungen nicht in ihrer Basizität unterscheiden, kann
von gleichen Ionisierungseigenschaften der Verbindungen ausgegangen
werden. Die Referenzsubstanz des sekundären Amins N–Desbutyllumefantrin
zeigte im direkten Vergleich mit Lumefantrin ebenfalls vergleichbare Signal-
intensitäten.
Neben den strukturellen Eigenschaften der Analyten hat in der LC/MS vor allem
die Zusammensetzung des Fließmittels großen Einfluß auf die Ionisation und
damit die Signalintensität [54]. Eine Gradientenelution würde daher zu unter-
schiedlichen Ionenausbeuten der chromatographisch getrennten Metaboliten
führen und so das Mengenverhältnis der verschiedenen Metaboliten zueinander
verfälschen.
Um für alle Metaboliten gleiche Ionisationsbedingen zu gewährleisten, wurde
daher bei den halbquantitativen Bestimmungen isokratisch gearbeitet.
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Zugunsten kürzerer Analysenzeiten wurde dabei auf die Bestimmung der ver-
gleichsweise hydrophilen Hydroxydesalkylverbindungen verzichtet.
2.5.4.2 Zeitabhängige Inkubation
Die Inkubationen wurden in Tris-Puffer PH 7,4 bei 37°C in silanisierten [48]
10 ml-Schliffgläsern im Schüttelwasserbad vorgenommen. Nach 15 Minuten,
30 Minuten und zwei Stunden wurde die Reaktion durch Zugabe von eiskaltem
Isopropylalkohol, dem der Interne Standard zugesetzt war, gestoppt.
Nach Zusatz von 0,1 M Boratpuffer pH 9 wurde mit Hexan extrahiert. Die
Extrakte wurden unter Stickstoffstrom eingedampft und in mobiler Phase
aufgenommen. Dabei wurde eine zehnfache Aufkonzentrierung der Extrakte
erreicht.
Die Trennung erfolgte isokratisch auf einer RP-8 Phase mit einem Fließmittel
aus 30% wäßriger Ammoniumacetat-Lösung (20 mM) und 70 % Acetonitril, dem
0,1% Ameisensäure zugesetzt wurde.
Die Detektion erfolgte im SIM (Selected Ion Monitoring)-Modus. Parallel dazu
wurde ein Full-Scan-Experiment aufgezeichnet, um die Isotopenverteilungs-
muster der Metaboliten-Peaks zu erfassen und etwaige unerwartete Metaboliten
erkennen  zu können.
Tab. 2.4 Bei der halbquantitativen Bestimmung der Lumefantrin-Hauptmetaboliten mit dem Single-
Quadrupol-Massenspektrometer aufgezeichnete Massenspuren.
Analyt Summeformel m/z Scanmodus
Lumefantrin [C30H31Cl3NO+H]
+
528 SIM
Desbutyllumefantrin [C26H24Cl3NO+H]
+
472 SIM
„Monohydroxy“-Lumefantrin [C30H31Cl3NO2+H]
+
544 SIM
„Dihydroxy“-Lumefantrin [C30H31Cl3NO3+H]
+
560 SIM
Halofantrin [C26H30Cl2F3NO+H]
+
500 SIM
unbekannte Metaboliten 200-600 Full Scan
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Abb. 2.5.14 SIM-Chromatogramme der Phase-I-Metaboliten mit den zugehörigen Massenspektren aus
dem parallel aufgenommenen Full-scan-Experiment.
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Da nur ein sehr geringer Teil des Lumefantrins umgesetzt wird, kommt es
im Inkubationsverlauf zu keiner nennenswerten Substratverarmung. Die
Metabolitenbildung ist deshalb nur durch die Enzymaktivität und das Co-
substrat, nicht aber durch das Substratangebot begrenzt. Die Metaboliten-
konzentration im Inkubationsansatz steigt daher auch nach zwei Stunden
noch an.
Abb. 2.5.15 Zeitabhängige Bildung der Metaboliten bei 10μM Substratkonzentration. Relative
Peakfläche = Peakfläche Analyt/ Peakfläche ISTD.
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2.5.5 In-vitro-Untersuchungen zum stereoselektiven
Phase–I–Metabolismus von Lumefantrin
Um erste Anhaltspunkte für Unterschiede im Phase-I-Metabolismus der
Lumefantrin-Enantiomere zu erhalten, wurden die von Novartis® bereitgestellten
Enantiomere getrennt voneinander mit Rattenlebermikrosomen inkubiert.
Dabei sollten sowohl etwaige Unterschiede der beiden Enantiomere in den
Umsatzraten als auch im Spektrum der gebildeten Metaboliten aufgezeigt
werden. Die Inkubationsbedingungen wurden daher so gewählt, daß auch die
Konzentrationen der Nebenmetaboliten, wie „Dihydroxy“-Lumefantrin-1+2 und
„Hydroxy“-Lumefantrin-1, ausreichend für eine präzise Bestimmung waren.
Vorversuche hatten gezeigt (Kapitel 2.5.4.2), daß innerhalb einer Inkubationszeit
von zwei Stunden bereits gut detektierbare Mengen der Nebenmetaboliten ge-
bildet werden. Die Inkubation erfolgte daher über einen Zeitraum von zwei
Stunden.
Nach Denaturierung der Proteine mit Isopropylalkohol, dem der Interne
Standard zugesetzt war, wurden die Ansätze mit Sörensen-Puffer pH 9 versetzt,
mit n-Hexan extrahiert und aufkonzentriert.
Die halbquantitative Bestimmung der gebildeten Metaboliten erfolgte mit Hilfe
der in Kapitel 2.5.4.1 beschriebenen achiralen LC/MS Methode über das Peak-
flächenverhältnis von Metabolit zu internem Standard (Halofantrin).
Wegen der geringen Umsetzung von Lumefantrin lagen die Signale des Rest-
substrats dabei oberhalb des dynamischen Bereichs des Massenspektrometers.
Bei der getrennten Inkubation der Lumefantrin-Enantiomere zeigten sich nicht
nur erhebliche Unterschiede der beiden Enantiomere in den Umsatzraten,
sondern auch im Spektrum der gebildeten Metaboliten (Abb. 2.5.16).
Die Bildung aller Metaboliten erfolgte aus S-Lumefantrin erheblich stärker als
aus dem R-Enantiomer. “Hydroxy”-Lumefantrin-2 überwog dabei deutlich.
N–Desbutyllumefratrin und „Dihydroxy“-Lumefatrin-2 wurden zu etwa gleichen
Anteilen aus dem S-Enantiomer gebildet. Im Gegensatz dazu wurde aus R-
Lumefantrin N–Desbutyllumefantrin und „Hydroxy“-Lumefantrin-2 zu etwa
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gleichen Teilen gebildet. Die relative Peakfläche von R-„Hydroxy“-Lumefantrin–2
entsprach dabei jedoch nur etwa 4% der relativen Peakfläche des
entsprechenden S-Metaboliten.
„Dihydroxy“-Lumefantrin und „Hydroxy“-Lumefantrin-1 waren in den Inkubations-
ansätzen des R-Enantiomers nicht nachweisbar.
Die bei der Inkubation des Racemats gebildeten Metaboliten stammen daher vor
allem aus der Umsetzung des S-Enantiomers.
Abb. 2.5.16 Vergleich des Metabolitenspektrums nach zweistündiger mikrosomaler Inkubation von
Lumefantrin-Enantiomeren. n.d. = nicht detektierbar
Damit konnte erstmals eine Stereoselektivität des Phase-I-Metabolismus von
Lumefantrin im in-vitro Modell aufgezeigt werden.
Inwieweit auch im Menschen eine verstärkte Umsetzung des S-Enantiomers zu
beobachten ist, und inwieweit dies zu Unterschieden in der Pharmakokinetik der
Enantiomere führt, sollte deshalb weiter untersucht werden.
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Tab. 2.5 Zusammenfassung der relativen Signalintensitäten der Metaboliten nach getrennter
Inkubation der Lumefantrin-Enantiomere.
() = Peakflächenverhältnis Metabolit/Interner Standard
(-)-R (+)-S S/R
Cl
(R)
NHO
H
Cl
(S)
NHO
H
Hydroxy-Lumefantrin 1 < 0,2 1,3 6,5
Hydroxy-Lumefantrin 2 0,3 8,1 27
“Dihydroxy”-Lumefantrin < 0,2 0,6 3
“Dihydroxy”-Lumefantrin 2 < 0,2 1,9 9,5
Desbutyllumefantrin 0,6 1,4 2,3
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2.6 Entwicklung einer HPLC-Methode zur
stereoselektiven Simultanbestimmung von
Lumefantrin und N–Desbutyllumefantrin
Wegen der hohen Variabilität der Bioverfügbarkeit wären Unterschiede in der
Pharmakokinetik der beiden Enantiomere nach getrennter p.o. Applikation der
Reinenantiomere nur schwer zu erkennen. Da die Lumefantrin-Enantiomere
zudem nicht als Arzneimittel zugelassen sind, wurde einem Probanden
racemisches Lumefantrin in Form des Fertigarzneimittels Riamet® verabreicht.
Die Gabe des Racemats erforderte die Entwicklung einer enantioselektiven
Methode zur Bestimmung von Lumefantrin aus Plasma.
Anders als in der Ratte wird Lumefantrin in Humanlebermikrosomen praktisch
ausschließlich zum wirksamen N–Desbutyllumefantrin metabolisiert. Dieses
stand als racemisches E/Z-Gemisch zur Verfügung.
Von Lumefantrin stand das Z-Racemat sowie die durch unabhängige Synthese
hergestellten Enantiomere zur Verfügung. Bei der Synthese von Lumefantrin
entsteht zunächst das E/Z-Isomerengemisch. Das Z-Isomer kristallisiert aus und
das verbleibende E-Isomer equilibriert in der basischen Lösung nach, so daß
das Endprodukt schließlich die reine Z-Verbindung ist. Dies gilt sowohl für das
Racemat (Lumefantrin) als auch für die reinen Enantiomeren. In einigen Löse-
mitteln, insbesondere unter Lichteinwirkung, kann es zur E/Z–Isomerisirung von
Lumefantrin kommen. Im Gegensatz dazu ist das Endprodukt der Desbutyl-
lumefantrin-Synthese das E/Z-Isomerengemisch [55]. Die Verbindung ist von
Novartis® daher als racemisches E/Z–Isomerengemisch bereitgestellt worden.
Die E/Z-Isomerisierung kann auch im Körper nach p.o. Gabe nicht
ausgeschlossen werden. Die HPLC-Methode sollte daher in der Lage sein, alle
Stereoisomere v o n  Lumefantr in u n d  d e m  Hauptmetaboliten
N–Desbutyllumefantrin simultan zu trennen.
Die Trennung der E/Z-Isomere sollte prinzipiell an achiralen stationären Phasen
möglich sein. Sie gelang allerdings weder für Lumefantrin noch für
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N–Desbutyllumefantrin an den eingesetzten  RP-Phasen. Sie sollte daher im
Rahmen der enantioselektiven Bestimmungsmethode erfolgen.
2.6.1.1 Auswahl der Chiralen Stationären Phase
Die Trennung von Lumefantrin, N-Desbutyllumefantrin und deren E/Z-Isomeren
erfordert eine hohe Chemoselektivität der stationären Phase. Die simultane
Trennung der Stereoisomere in die Enantiomere verlangt zudem eine hohe
Enantioselektivität.
Beide Eigenschaften vereinen kommerziell erhältliche Derivate der Amylose
(Chiralpak®) und Cellulose (Chiracel®), die auf Kieselgelpartikel aufgecoated
sind. Sie haben sich für die Analytik von Arzneistoffen vielfach bewährt [56].
Yashima und Okamoto [57] haben eine Vielzahl von Polysacchariden
synthetisiert und dabei Einflüsse verschiedener Substitution der Zucker auf die
Trenneigenschaften untersucht. Vor allem die durch Umsetzung mit Isocyanaten
hergestellten Phenylcarbamate der Amylose und Cellulose haben sich in der
Arzneistoffanalytik bewährt. Die Substitution des Phenylrestes hat dabei ent-
scheidenden Einfluß auf die Trenneigenschaften.
Die am häufigsten eingesetzten Derivate dieser Familie sind die kommerziell
erhältlichen Phasen Chiralcel®-OD, Chiralpak®-AD und Chiralcel®-OJ.
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Abb. 2.6.1 Strukturen der getesteten chiralen stationären Phasen.
Diese stationären Phasen wurden zunächst mit einem Fließmittelgemisch von
90% n-Hexan und 10% Isopropylalkohol auf ihre Enantioselektivität gegenüber
Lumefantrin und Desbutyllumefantrin getestet.
Lediglich am Amylose-tris-3,5-dimethylphenylcarbamat (Chiralpak®-AD) ließ sich
Lumefantrin in seine Enantiomere trennen. Die weitere Methodenentwicklung im
Hinblick auf die angestrebte Simultantrennung wurde daher an dieser Phase
vorgenommen.
Um für die weitere Methodenentwicklung aus der Z-Verbindung des
Lumefantrins die E–Verbindung zu erzeugen, wurde eine ethanolische Lösung
für zwei Stunden mit UV-Licht bestrahlt (Abb. 2.6.3).
2.6.1.2 Wahl der mobilen Phase
Um das ausgeprägte Tailing der Amine zu unterdrücken, wurde der mobilen
Phase 0,1% Diethylamin zugesetzt.
Die Vergleichssubstanz des E/Z-N-Desbutyllumefantrins konnte mit dem
Fließmittelgemisch aus Hexan/Isopropylalkohol unabhängig von der Zusam-
mensetzung jedoch nur in 3 Peaks aufgetrennt werden. Die Trennung der
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beiden coeluierenden Stereoisomere gelang schließlich durch den Austausch
von Isopropylalkohol gegen Ethanol in der mobilen Phase.
a) b) c)
20151050
 Zeit [min]
10% S
R
Lumefantrin-Racemat
20151050
 Zeit [min]
SR
20151050
 Zeit [min]
S
10 % R
Abb. 2.6.2 Chirale Trennung von Lumefantrin in seine Enantiomere.
a) 10% (+)-S--Lumefantrin zugesetzt zu (-)-Lumefantrin
b) Lumefantrin-Racemat
c) 10% (-)-R-Lumefantrin zugesetzt zu (+)-Lumefantrin
Werden ethanolische Lösungen der Z-Lumefantrin Enantiomere mit UV-Licht
bestrahlt, bilden sich die E-Isomere. Diese zeigen sich als neue Peaks im
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Chromatogramm. Die E-Isomere werden bei beiden Enantiomeren vor den Z-
Isomeren eluiert (Abb. 2.6.3).
a) b) c)
20151050
 Zeit [min]
Z-R
E-R
Lumefantrin-Racemat
UV-bestrahlt
20151050
 Zeit [min]
20151050
 Zeit [min]
Z-S
E-S
Abb. 2.6.3 StereoselektiveTrennung von Lumefantrin nach UV-Bestrahlung
a) (-)-R -Lumefantrin
b) Lumefantrin-Racemat
c) (+)-S –Lumefantrin
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a)          n-Hexan / Isopropylalkohol b)                  n-Hexan / Ethanol
3020100
 Zeit [min]
3020100
 Zeit [min]
Abb. 2.6.4 Entwicklung einer Methode zur stereoselektiven Trennung des Racemats von
E/Z–N–Desbutyllumefantrin
a) Isopropylalkohol als organischer Modifier
b) Ethanol als organischer Modifier
2.6.1.3 Charakterisierung der Stereoisomere von
E/Z–N–Desbutyllumefantrin
Da enantiomerenreine Muster des N-Desbutyllumefantrins nicht zur Verfügung
standen, war eine Bestimmung der absoluten Konfiguration der getrennten
Stereoisomere im Chromatogramm durch Zuspiken von Referenzsubstanzen
nicht möglich. Die Peakflächen der vier Peaks sind jedoch nicht gleich. Vielmehr
lassen sich aus den vier Peaks der Stereoisomere zwei Paare A und B mit
jeweils gleichen Peakflächen bilden. Da die E/Z-Isomere als Racemate
synthetisiert worden sind, muß es sich bei den Peaks eines Paares um
Enantiomere handeln. Die beiden äußeren und die beiden inneren Peaks des
Chromatogramms haben zueinander gleiche Peakflächenverhältnisse.
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Tab. 2.6 Relative Peakflächen der Stereoisomere des E/Z- N-Desbutyllumefantrins aus
(Abb. 2.6.4 b)
Peak-Nr. Retentionszeit Drehrichtung Fläche Paar
1 11,98 (-) 1,18 A
2 12,97 (-) 1,00 B
3 17,2 (+) 1,00 B
4 25,3 (+) 1,18 A
Dies sollte zusätzlich durch chiroptische Detektion der Stereoisomere mit Hilfe
des Circulardichroismus bestätigt werden. Da sich Chromophor und Chiralitäts-
zentrum von Lumefantrin und N–Desbutyllumefantrin nicht unterscheiden,
wurden zunächst die CD-Spektren der Lumefantrin-Enantiomere aufgenommen.
Abb. 2.6.5
CD-Spektrum von
Lumefantrin
+
0
-
400300200
  [nm]
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Abb. 2.6.6 Chirale Trennung der Referenzsubstanzen mit CD-Detektion
a) Lumefantrin (10% E-Lumefantrin zugesetzt)
b) E/Z-Desbutyllumefantrin
Die Ergebnisse der CD-Detektion bestätigen, daß die aufgrund der Peakflächen
gruppierten Peaks unterschiedliche Drehrichtungen haben. Das CD-Chromato-
gramm der Lumefantrin-Stereoisomere zeigt, daß die Drehrichtung der
Enantiomere durch die E/Z-Isomerisierung nicht verändert wird. Die Zuordnung,
welche der Stereoisomere des N-Desbutyllumefantrins E und welche Z
konfiguriert sind, bleibt jedoch offen.
Tab. 2.7 Kapazitätsfaktoren und Enantioselektivität von Chiralpak AD gegenüber Lumefantrin und
N–Desbutyllumefantrin. (EtOH 10%, n-Hexan 89,9%, Diethylamin 0,1% Flußrate: 0,5 ml/min)
Isomer K' 
R-(-) S-(+)
E-Lumefantrin 0,35 0,93 2,64
Z-Lumefantrin 0,73 1,77 2,42
Desbutyllumefantrin A 1,29 4,86 3,78
Desbutyllumefantrin B 1,51 3,02 2,00
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2.6.1.4 Simultantrennung aller Stereoisomerer
Bei der Simultantrennung von Lumefantrin und N–Desbutyllumefantrin kam es
zunächst zu einer Co-Migration von S-(+)-Lumefantrin und dem (-)-Isomer des
Paars B. Durch schrittweise Erhöhung des Ethanolanteils ließ sich die Trennung
verbessern. Die Simultantrennung gelang schließlich mit 14% Ethanolanteil im
Fließmittel. Die Thermostatisierung der Trennsäule auf 25°C ist dabei essentiell.
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Abb. 2.6.7 Stereoselektive Simultantrennung der Racemate von E/Z-Lumefantrin und E/Z-Desbutyl-
lumefantrin. LMF = Lumefantrin DBL = Desbutyllumefantrin
Chromatographische Bedingungen:
Säule: Chiralpak AD 250x4.6
Mobile Phase: Hexan 85.9 % EtOH 14 % Diethylamin 0.1%  1.4 ml/min
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2.6.1.5 Stereoselektive Simultanbestimmung von Lumefantrin und
N–Desbutyllumefantrin aus Plasma
Bei der Untersuchung von Hexan-Extrakten aus Leerplasma zeigten sich
erhebliche Matrixinterferenzen im Bereich der R-E/Z-Lumefantrinpeaks. Auch
Versuche, die Probenextraktion mit Festphasenkartuschen zu verbessern,
führten nicht zu einer ausreichenden Probenaufreinigung für eine Simultan-
bestimmung der Lumefantrin-Stereoisomere mit der UV-Detektion. Prinzipiell
können derartige Matrixüberlagerungen mit der massenselektiven Detektion
ausgeblendet werden. Insbesondere bei den verwendeten Polysaccharidphasen
kommt es aber zu einer starken Retention von Matrixbestandteilen und damit zu
Ionisationssuppression bei der Elektrospray-Ionisation über weite Bereiche des
Chromatogramms. Dies macht die Methodenentwicklung sehr aufwendig und
erfordert unbedingt einen isotopenmarkierten internen Standard [58]. Da dieser
nicht zur Verfügung stand, erschien eine Kopplung der chiralen HPLC mit der
Massenspektrometrie nicht sinnvoll.
Lumefantrin und N–Desbutyllumefantrin sollten statt dessen mit Hilfe einer
achiralen HPLC-Methode quantifiziert werden. Nach Fraktionierung der Peaks
auf der achiralen Phase sollten dann die Peakflächenverhältnisse der
Enantiomere mit Hilfe der chiralen HPLC-UV Methode bestimmt werden.
Da sich die spezifische UV-Absorption zweier Enantiomerer nicht unterscheidet,
ist das Enantiomerenverhältnis dem Peakflächenverhältnis bei der UV-Detektion
direkt proportional. Die Bestimmung des Enantiomerenverhältnisses sollte daher
mit der UV-Detektion erfolgen.
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2.7 Lumefantrin Plasmaspiegelverlauf nach
Applikation einer Einmaldosis Riamet®
2.7.1 Gewinnung der Plasmaproben
Zur Behandlung der Malaria hat sich ein Dosisregime von sechs Einzeldosen à
480 mg Lumefantrin und 80 mg Artemether über vier Tage bewährt. Unter-
suchungen zum Metabolismus von Lumefantrin im Menschen erfolgten daher
nach p.o. Gabe einer Einmaldosis von vier Tabletten des Kombinationspräparats
Riamet®, entsprechend einer Dosis von ca. 50 mg/kg KG, an einen gesunden
männlichen Probanden.
Plasmaproben wurden innerhalb der ersten 24 Stunden über eine Verweilkanüle
gesammelt. Die weitere Probennahme erfolgte über einen Zeitraum von drei
Wochen durch Punktion der Armbeugenvene. Das gewonnene EDTA-Plasma
wurde bis zur Untersuchung bei –80°C gelagert.
2.7.2 Bestimmung der Plasmaspiegel von Lumefantrin und
Versuche zum Nachweis von N–Desbutyllumefantrin
2.7.2.1 HPLC mit massenselektiver Detektion zur Simultanbestimmung
von Lumefantrin und N–Desbutyllumefantrin aus Plasma
Die bislang veröffentlichten Methoden zur Bestimmung von Lumefantrin in
Plasma erfordern die flüssig/flüssig-Extraktion der Proben mit anschließender
Aufkonzentrierung der Extrakte. Bestimmungsmethoden zur simultanen Be-
stimmung von Lumefantrin und N–Desbutyllumefantrin waren zum Zeitpunkt
dieser Untersuchung nicht beschrieben.
Daher wurde in Anlehnung an Kapitel 2.5.4.1 eine LC/MS-Methode mit
Halofantrin als internem Standard zur simultanen Quantifizierung von
Lumefantrin und Desbutyllumefantrin aus 100 L Plasma entwickelt. Die
Detektion erfolgte massenselektiv mit einem Single-Quadrupol-Massen-
spektrometer im SIM-Modus.
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Parallel zur Aufzeichnung der Massenspuren von Lumefantrin und Desbutyl-
lumefantrin wurde ein Full-Scan-Experiment aufgezeichnet, um weitere
Metaboliten erfassen zu können.
Standards von Desbutyllumefantrin und Lumefantrin wurden durch Zusetzen der
Analyten zu Leerplasma hergestellt. Die Plasmastandards und Proben wurden
durch Zugabe eines fünffachen Überschusses an  Acetonitril zu 100 L Plasma
denaturiert. Dem Acetonitril waren dabei 200 ng/ml Halofantrin als Interner
Standard zugesetzt. Nach Zentrifugation wurden 25 L des Überstands direkt
auf die chromatographische Säule injiziert.
Tab. 2.8 Massenspuren mit Arbeitsbereich der Bestimmung von Lumefantrin und Desbutyllumefantrin
aus Humanplasma
Analyt Summeformel m/z Arbeitsbereich
Lumefantrin [C30H31Cl3NO+H]
+
528.2 20 ng/ml -10 g/ml
Desbutyllumefantrin [C26H24Cl3NO+H]
+
472.4 50 ng/ml -10 g/ml
Halofantrin [C26H30Cl2F3NO+H]
+
500.2 ISTD
2.7.2.2 Untersuchung der Probandenproben
Der Metabolit Desbutyllumefantrin konnte in keiner der Probandenproben
nachgewiesen werden.
Im Rahmen einer bislang unveröffentlichten klinischen Studie sollte der Plasma-
spiegelverlauf von N–Desbutyllumefantrin nach Applikation von Lumefantrin
untersucht werden. Dazu ist in jüngster Zeit eine HPLC-Methode zur
Bestimmung von Lumefantrin und N–Desbutyllumefantrin nach Festphasen-
extraktion veröffentlicht worden. Im Rahmen der Untersuchung konnte
N–Desbutyllumefantrin vereinzelt in geringer Menge in Patientenplasma
nachgewiesen werden, von einer Quantifizierung wurde aber auch hier
abgesehen [59].
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Abb. 2.7.1 Simultane Quantifizierung von Lumefantrin und N–Desbutyllumefantrin aus Humanplasma
mit LC/MS. Typische Chromatogramme von Plasmastandards und Probandenproben.
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Das parallel aufgezeichnete Full-scan-Experiment lieferte auch keine Hinweise
auf monohydroxyl ierte Lumefantrinmetaboliten. D i e  isokratische
Quantifizierungsmethode war  fü r  e ine rasche Trennung von
N–Desbutyllumefantrin und Lumefantrin entwickelt worden und daher zur
Erfassung der erheblich hydrophileren Hydroxy-N–Desbutylverbindung und
Dihydroxymetaboliten nicht geeignet.
Daher sollte zusätzlich mit der in Kapitel 2.5.3 beschriebenen Gradientenelution
in einzelnen Proben nach Metaboliten gesucht werden.
Dazu wurden je 500 L der zu den Zeitpunkten 8 Stunden, 9 Tage und 21 Tage
nach Applikation gewonnenen Plasmaproben mit Isopropylalkohol denaturiert
und nach Versetzen mit Sörensen-Puffer pH 9  mit Hexan extrahiert und aufkon-
zentriert.
Die aufkonzentrierten Extrakte wurden anschließend mit Hilfe der in Kapitel
2.5.3 beschriebenen Gradientenelution und Detektion im Ionenfallen-Massen-
spektrometer untersucht. Einfach oder zweifach hydroxylierte Verbindungen,
Hydroxy-Desalkyllumefantrin oder Didesalkyllumefantrin waren auch in den
aufkonzentrierten Plasmaextrakten nicht nachweisbar.
Das Auftreten von Lumefantrin-Metaboliten konnte somit im Menschen nicht
gezeigt werden. 
Die in-vitro gewonnenen Hinweise auf einen enantioselektiven Phase-I-
Metabolismus von Lumefantrin konnten daher in-vivo nicht anhand der
Metabolitenbildung bestätigt werden.
Da neben einem stereoselektiven Phase-I-Metabolismus aber auch eine
stereoselektive Glucuronidierung zu Unterschieden in der Pharmakokinetik der
Enantiomere führen kann, sollten dennoch die Enantiomerenverhältnisse von
Lumefantrin bestimmt werden.
2.7.2.3 Pharmakokinetische Auswertung der Lumefantrinplasmaspiegel
Innerhalb der ersten Stunde nach Applikation lagen die Lumefantrin-
plasmaspiegel unterhalb der Nachweisgrenze von 10 ng/ml. Die maximale
Plasmakonzentration wurde mit ca. 6 mg/L nach sechs Stunden erreicht. Der
Verlauf der Plasmaspiegel/Zeit-Kurve läßt eine Verteilung in tiefe
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Kompartimente erkennen. Der pharmakokinetischen Auswertung wurde daher in
Einklang mit anderen Untersuchungen [60] ein offenes Zwei-
Kompartimentmodell zugrunde gelegt.
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Abb. 2.7.2 Lumefantrin Plasmakonzentrationen über einen Zeitraum von drei Wochen, nach einmaliger
Gabe einer Einmaldosis von 480mg Lumefantrin p.o. mit einer fettreichen Mahlzeit.
Tab. 2.9 Pharmakokinetische Parameter von Lumefantrin nach Einmalgabe von 480 mg Lumefantrin
auf Basis eines 2-Kompartimentmodells.
Cmax 5,422 g/L V(2)F 563,17 L
Tmax 5,27 h k10 1,785 1/h
AUC0-t 142142 h•g/L k01 7,59 1/h
AUC0-inf 156139 h•g/m k12 0.28 1/h
Tlag 2,78 h k21 1.61x10
-2
 1/h
V(1)F 33,4 L ClF 3,01 L/h
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2.8 Bestimmung des Lumefantrin-Stereoisomeren-
verhältnisses nach achiraler Fraktionierung
2.8.1 Fraktionierung an RP-Material
Um ausreichende Bestimmungsgrenzen bei der späteren chiralen Trennung mit
der UV–Detektion zu ermöglichen, wurde je 1 mL der Plasmaproben bei der
Extraktion mit einem Gemisch aus Hexan und Diethylether nach MANSOR et al.
[61] 10-fach aufkonzentriert. Die in 100 L mobiler Phase aufgenommenen
Extrakte wurden zur Fraktionierung vollständig auf die chromatographische
Säule aufgegeben.
Abweichend von der quantitativen Bestimmung mit LC/MS (Kapitel 2.7.2.1)
wurde für die Fraktionierung eine analytische Säule mit 4 mm Innendurchmesser
eingesetzt, nachdem Matrixbestandteile im aufkonzentrierten Plasmaextrakt zur
Überladung der 2 mm Säule geführt hatten. Die Flußrate wurde entsprechend
auf 1 ml/min angeglichen. Um das Abdampfen der mobilen Phase nach der
Fraktionierung zu erleichtern, wurde im Fließmittel Acetonitril gegen Methanol
ausgetauscht.
Im Zeitfenster der Lumefantrinpeaks wurde das HPLC-Eluat in 10 mL
Reagenzgläsern aufgefangen. Das Eluat wurde dann im Wasserbad unter
Stickstoffstrom zur Trockne eingedampft und in 100 L Hexan aufgenommen.
Um eine Adsorption von Lumefantrin an die Glaswand während des
Abdampfens zu unterbinden, waren die Reagenzgläser zuvor mit
Dichlordimethylsilan [48] silanisiert worden.
Die so fraktionierten Proben wurden dann mit der in Kapitel 2.6 beschriebenen
chiralen HPLC-Methode chromatographiert. Die Detektion der E/Z-Isomere
erfolgte simultan zur Bestimmung der Enantiomerenverhältnisse.
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Abb. 2.8.1 Fraktionierung von Lumefantrin-Plasmaextrakten mit Hilfe der achiralen HPLC.
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2.8.2 Bestimmung des E/Z-Isomerenverhältnisses
Da bei Lumefantrin in verschiedenen Lösemitteln eine E/Z-Isomerisierung
beobachtet wird, kann eine Isomerisierung auch im Körper nach p.o. Gabe nicht
ausgeschlossen werden.
Die Trennung der E/Z-Isomere von Lumefantrin gelang jedoch nicht mit
achiraler RP-Chromatographie. Die Bestimmung des E/Z-Verhältnisses sollte
deshalb simultan mit der Bestimmung des Enantiomerenverhältnisses aus den
fraktionierten Plasmaextrakten mit Hilfe der chiralen HPLC erfolgen.
Die aus 1 ml Plasma gewonnenen aufkonzentrierten und fraktionierten Extrakte
wurden dazu vollständig auf die chirale Säule aufgegeben und an der
Polysaccharid-Phase chromatographiert. Die Detektion erfolgte bei 335 nm.
Durch Versetzen von Leerplasma mit 100% Z–Lumefantrin wurden Kontroll-
proben mit Gehalten von 0,1 bis 5 g/ml hergestellt. Diese wurden parallel zu
den Probandenproben aufgearbeitet und sollten eine etwaige E/Z-
Isomerisierung während der Probenaufarbeitung ausschließen.
Die bei Tageslicht aufgearbeiteten Kontrollproben enthielten einen
E–Lumefantrinanteil von ca. 10 %. 
Durch Aufarbeiten der Plasmaproben unter Rotlicht konnte der Isomerisierungs-
grad in den Kontrollproben auf unter 2 % gesenkt werden (Abb. 2.8.2).
Bei der stereoselektiven Analytik der unter Rotlicht fraktionierten Plasmaextrakte
konnten keine Unterschiede im E/Z-Verhältnis zwischen den Probandenproben
und den Kontrollproben festgestellt werden.
Es gibt damit keine Hinweise auf eine E/Z-Isomerisierung von Lumefantrin nach
peroraler Applikation.
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Abb. 2.8.2 Vergleich einer extrahierten Plasmaprobe neun Tage nach Applikation von 480 mg
Lumefantrin
Bei den unter Rotlicht aufgearbeiteten Proben wurde das Sammelintervall verkürzt, um eine
bessere Abtrennung der interferierenden Matrixkomponenten zu erreichen.
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2.8.3 Bestimmung des Enantiomerenverhältnisses
Da sich die spezifische UV-Absorption zweier Enantiomerer nicht unterscheidet,
ist das Enantiomerenverhältnis dem Peakflächenverhältnis bei der UV-Detektion
direkt proportional. Die Bestimmung des Enantiomerenverhältnisses aus den
fraktionierten Plasmaextrakten erfolgte daher mit der UV-Detektion.
Die Bestimmung des Enantiomerenverhältnisses durch chirale HPLC erfolgte
simultan zur Bestimmung des E/Z-Isomerenverhältnis. Es wurden Plasma-
proben über einen Zeitraum von 21 Tagen nach Applikation von 480 mg
racemischen Lumefantrins untersucht.
20151050
 Zeit [min]
R
S
Fraktionierter Plasmaextrakt
9 Tage nach Applikation von Riamet
Fraktionierter
Leerplasmaextrakt
Abb. 2.8.3 Chirale Trennung eines fraktionierten Plasmaextrakts zur Bestimmung des Enantiomeren-
verhältnisses von Lumefantrin nach p.o. Applikation des Racemats.
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Die ermittelten Enantiomerenverhältnisse (Abb. 2.8.4) liegen zwischen 0,93 und
1,09. Ein Trend ist nicht erkennbar. Die Streuung der Enantiomerenverhältnisse
liegt im Bereich des analytischen Fehlers bioanalytischer Methoden. Dieser
vergrößert sich zunehmend bei geringen Plasmakonzentrationen durch die
unterschiedliche Peakform der beiden Enantiomere (Abb. 2.8.3).
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Abb. 2.8.4 Enantiomerenverhältnisse der fraktionierten Plasmaextrakte. Die Peakflächenverhältnisse
entsprechen einem Enantiomerenüberschuß von 1,5 % ee R-Enantiomer bis 4,3 % ee
S–Enantiomer
Die Untersuchung der Probandenproben lieferte keine Hinweise auf eine stereo-
selektive Pharmakokinetik von Lumefantrin.
Bei einer ausgeprägten Enantioselektivität des Metabolismus ist bei geringen
Umsatzraten, wie sie für Lumefantrin in-vitro gezeigt wurden (Kapitel 2.5.5), eine
Verschiebung im Enantiomerenverhältnis der Muttersubstanz nicht erkennbar.
Daher ist das Verfolgen der stereoselektiven Metabolitenbildung zum Aufzeigen
von Unterschieden zu bevorzugen. Da im Rahmen dieser Untersuchung keine
Metaboliten im Plasma nachgewiesen werden konnten, war dies jedoch nicht
möglich.
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2.9 Zusammenfassung Teil 2
Der Antimalariawirkstoff Lumefantrin wurde zur Untersuchung des Phase-I-
Metabolismus zunächst durch Rattenlebermikrosomen umgesetzt. Die dabei
gebildeten Metaboliten sind mit Hilfe der Ionenfallen-Massenspektrometrie
identifiziert worden. Neben N–Desbutyllumefantrin und Hydroxy-N-Desbutyl-
lumefantrin wurden als Hauptmetaboliten verschiedene Mono- und Dihydroxy-
verbindungen nachgewiesen. Die Hydroxylierung erfolgte stets in der
Seitenkette.
D ie  ge t renn te  Umsetzung d e r  Lumefantrin-Enantiomere in
Rattenlebermikrosomen ließ deutliche Unterschiede im Metabolismus der
beiden Enantiomere erkennen. Im Metabolitenspektrum des S–Lumefantrins
überwogen einfach– und zweifach hydroxylierte Metaboliten. Die
N–Desbutylverbindung wurde nur in untergeordnetem Maße gebildet. Aus
R–Lumefantrin wird hingegen zu etwa gleichen Teilen N–Desbutyllumefantrin
und „Hydroxy”-Lumefantrin-2 gebildet. Andere Metabolite waren im
Inkubationsansatz des R-Enantiomers nicht detektierbar. Die Gesamtumsatzrate
im Inkubationsansatz von R-Lumefantrin betrug nur ca. ein zehntel von der des
S-Lumefantrins.
Zur simultanen stereoselektiven Trennung von racemischem E/Z-N-Desbutyl-
lumefantrin neben racemischem E/Z- Lumefantrin wurde eine HPLC-Trennung
an einer chiralen Polysaccharidphase entwickelt.
Für die simultane Quantifizierung von N–Desbutyllumefantrin, das in humanen
Lebermikrosomen als Hauptmetabolit gebildet wird, und Lumefantrin aus 100 L
Humanplasma wurde eine HPLC-Methode mit massenselektiver Detektion mit
einem Arbeitsbereich von 20 ng/ml bis 10 g/ml entwickelt.
Nach p.o. Applikation einer Einmaldosis Lumefantrin an einen Probanden waren
über einen Zeitraum von drei Wochen keine Phase-I-Metaboliten im Plasma
nachweisbar. Die Untersuchung der an einer RP-Phase fraktionierten
Plasmaproben ergab weder Hinweise auf eine E/Z-Isomerisierung von
Lumefantrin in-vivo noch auf eine stereoselektive Pharmakokinetik des
Arzneistoffs.
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3 Abkürzungsverzeichnis
3.1 Physikalische Größen
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[moll-1,]
[g·mol-1]
[g·l-1]
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[nm]
[s-1]
Spannung
Stromstärke
elektrische Feldstärke
Relative Dielektrizitätskonstante
Zeit
Druck
Volumen
Temperatur
Kraft
Energie, Arbeit
Leistung
Viskosität
Stoffmenge
Stoffmengenkonzentration
Molekulargewicht
Massenkonzentration
Wellenlänge
Anregungswellenlänge
Emissionswellenlänge
Frequenz des Lichtes
Masse-Ladungsverhältnis
Anzahl der Elementarladungen
3.2 Chromatographische und elektrophoretische
Kenngrößen
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Leff
TM
RT
v
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[cm]
[cm]
[min]
[min]
[cm·s-1]
[cm·s-1]
gesamte Kapillarlänge
effektive Kapillarlänge
Migrationszeit
Retentionszeit
Migrationsgeschwindigkeit
scheinbare Migrationsgeschwindigkeit
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PA
CPA
CPAR
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
K’
[cm·s-1]
[cm2·V-1 s-1]
[cm2·V-1 s-1]
[cm2·V-1·s-1]
[mV]
Geschwindigkeit des EOF
elektrophoretische Mobilität
scheinbare elektrophoretische Mobilität
Mobilität des EOF
Zeta-Potential
Interner Standard
Peakfläche (peak area)
korrigierte Peakfläche (corrected peak area)
Peakflächenverhältnis Analyt/ISTD Corrected Peak Area
Ratio
counts per second (Maßeinheit für die Signalintensität in
der Massenspektrometrie)
Trennfaktor (Selektivität)
Kapazitätsfaktor
3.3 Statistische Kenngrößen
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mw
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x-Koordinate eines Messwertes
y-Koordinate eines Messwertes
Anzahl der Messwerte
Mittelwert
Standardabweichung
relative Standardabweichung
Steigung einer Regressionsgerade
Achsenabschnitt einer Regressionsgerade
Korrelationskoeffizient
Wichtungsfaktor eines Messwertes
Steigung einer gewichteten Regressionsgerade
Achsenabschnitt einer gewichteten Regressionsgerade
Korrelationskoeffizient einer gewichteten Korrelation
II. Experimenteller Teil
111
3.4 Allgemeine Chemikalien und Analyten
5-ODZ 5-Oxodesthelzaleplon
5-OZ 5-Oxozaleplon
ACN Acetonitril
DEA Diethylamin
DEZ Desethylzaleplon
IPA Isopropylalkohol
ISTD Interner Standard
LMF Lumefantrin (Syn: Benflumetol)
NDT N-Desmethyltramadol
NOD N,O,-Desmethyltramadol
ODT O-Desmethyltramadol
TRA Tramadol
ZAL Zaleplon
ZOL Zolpidem
3.5 Pharmakokinetische Kenngrößen
kab [1/h] Geschwindigkeitskonstante für den Übergang (Verteilung)
von Kompartiment a zu Kompartiment b
V(a)F [L] Scheinbares Verteilungsvolumen des Kompartiments a
AUC0-t [h•g/L] Area Under the Curve, Fläche unter der
Plasmaspiegelkurve bis zum letzten Meßpunkt
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AUC0-inf [h•g/L] extrapolierte Fläche unter der Plasmaspiegelkurve bis zur
vollständigen Elimination
Cmax [g/L] Maximale Plasmakonzentration
Tmax [h] Zeitpunkt der maximalen Plasmakonzentration
Tlag [h] „lag time“ Verzögerung bis zur Anflutung
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4 Geräte
4.1 Allgemeine Hilfsmittel
Analysenwaage Sartorius CP224S (Sartorius-Werke, Göttingen)
Mikrowaage Sartorius 7091 mit Digital-Voltmeter 7085 01
(Sartorius-Werke, Göttingen)
Feinwaage  Mettler P-1000 (Mettler Toledo, Gießen)
Laborzentrifuge Labofuge 400R (Heraeus Instruments,
Osterode)
Ultrazentrifuge Jouan MR 1812 (Jouan, St. Nazaire, Frankreich)
pH-Meter pH522 (Wissenschaftlich-technische Werk-
stätten, Weilheim)
pH-Elektrode SenTix 50 (Wissenschaftlich-technische Werk-
stätten, Weilheim)
Magnetrührer Variomag Electronicrührer Multipoint HP 15
(H+P Labortechnik, München)
Pipetten Eppendorf Reference bzw. Research
(1000 l, 200 l, 100 l und 10 l) (Eppendorf,
Hamburg)
Vortexer IKA-VIBRO-FIX
(Janke und Kunkel, Staufen i. Br.)
Ultraschallbad Sonorex TK52 (Bandelin Electronic, Berlin)
Festphasenextraktion BAKER spe-12G (Baker, Deventer, Niederlande)
SPE-Kartuschen Bakerbond SPE Octadecyl 7020-03 (Baker,
Phillipsburg, NJ, USA)
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Vakuumpumpe Membranpumpe MZ 2C (Vacuubrand,
Wertheim)
Bidestillationsapparatur Bi18 (Heraeus Quarzschmelze, Kleinostheim)
Kapillarfensterbrenner hausangefertigtes Gerät mit Glühwendel
Schüttelwasserbad SW-20C (Julabo Labortechnik, Seelbach)
Abblasgerät hausangefertigtes Gerät
4.2 Kapillarelektrophorese
4.2.1 Geräte zur Kapillarelektrophorese
Alle verwendeten CE-Systeme sind kommerziell erhältlich und mit Autosamplern
ausgestattet. In allen Systemen wurden, soweit nicht anders angegeben,
Kapillaren mit 50 m Innendurchmesser verwendet.
System P/ACE 2100-LIF (Beckman Coulter, Fullerton, CA,  USA)
Detektor P/ACE LIF Detektor (Beckman Coulter, Fullerton,
CA, USA)   
Emissionsfilter   „bandpass“-Filter: wahlweise 366 nm, 405 nm,
436 nm, 450 nm oder  520 nm
Kartusche Beckman LIF-Kartusche (Beckman Coulter,
Fullerton, CA, USA)   
Kapillarkühlung FKW-Flüssigkühlung   
Software   System Gold 7.11 (Beckman Coulter, Fullerton,
CA, USA)   
Laser Omnichrome HeCd-Laser, Serie 74, 3074-
EOSA01, Nennleistung 30 mW (Laser 2000,
Wessling)   
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System P/ACE 5010 (Beckman Coulter, Fullerton, CA,  USA)
Detektor P/ACE UV Detektor (Beckman Coulter, Fullerton,
CA, USA)   
wahlweise 200 nm, 254 nm, 280 nm,
Kartusche Beckman LIF-Kartusche (Beckman Coulter,
Fullerton, CA, USA)
Umgebaute Spezialkartusche (4.2.3) für die
Anbindung des Picometrics ZetaLIF-Detektors
Kapillarkühlung FKW-Flüssigkühlung   
Software   System Gold 7.11
(Beckman Coulter, Fullerton,  CA, USA)   
CE-HP-3D (Hewlett Packard (Agilent), Waldbronn)
Detektor Dioden-Array-Detektor
Kartusche HP-Standard mit Montagehalterung für die
Detektionseinheit des Argos 250-B-Detektors
Kapillarkühlung Luftkühlung
Software   HP-Chemstation ver. 7.x
4.2.2 Fluoreszenzdetektoren für die Kapillarelektrophorese
Mit Ausnahme des Beckman LIF-Detektors (s.o.) sind die verwendeten
Fluoreszenzdetektoren externe Geräte. Sie bedürfen also entweder spezieller
Kapillarkartuschen mit Lichtleiteranbindung oder der Ausführung der Kapillare
aus dem CE-System.
Das Fluoreszenzsignal wird in Form eines analogen 0-1V Anschlusses
bereitgestellt. Zur Aufnahme von Elektropherogrammen ist daher entweder der
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Anschluß eine Integrators oder eines Analog/Digital-Wandlers mit
entsprechender Software erforderlich.
Picometrics ZetaLIF
® (Picometrics, Ramonville, F)
Anregungslichtquelle Uniphase NeYAG 266 nm Mikrochip-Laser, 5 mW oder
Omnichrome HeCd 325 nm (s.o.)
Emissionsfilter „cut-off“-Filterblock 285 nm
oder
„cut-off“-Filterblock 355 nm
Datenerfassung 0-1 V analog, Aufzeichnung mit Beckman A-406 DAC
Analog/Digitalwandler
Software System Gold 7.11 (Beckman Coulter, Fullerton,  CA,
USA)
CE Ankopplung an Beckman P/ACE-Serie über eine speziell
angefertigte Kapillarkartusche (4.2.3))
Argos 250 B (Flux Instruments, Basel, CH)
Anregungslichtquelle Xe/Hg-Lampe, Filter 1“ oder
Gitterspiegelmonochromator
Emissionsfilter „cut-off“-Filter austauschbar: 280 nm, 320 nm, 450 nm
Datenerfassung 0-1V analog, Aufzeichnung mit HP DAC
Analog/Digitalwandler
Software HP-Chemstation ver. 7.x
CE CE-HP-3D
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4.2.3 Modifikation einer Kapillarkartusche für die Anbindung
des externen PicometricsZetaLIF-Detektors
Der Picometrics ZetaLIF ist ursprünglich als HPLC-Detektor entwickelt worden.
Die Anbindung an die CE erfolgt daher ähnlich wie bei Massenspektrometern
durch Ausführung der Trennkapillare aus dem Gerät. Dies beeinträchtigt nicht
nur die Thermostatisierung der Kapillare, es schließt zudem die Verwendung
des outlet-Probentellers in der CE aus.  Vor allem jedoch führt diese Anordnung
zu langen Trennkapillaren von mindestens 50 cm Länge. Diese sind bei der
hohen Trennleistung der CE jedoch oft nicht erforderlich, und stehen so der
Entwicklung schneller Trennmethoden entgegen.
Zur Vermeidung dieser Nachteile, wurde eine handelsübliche Kapillarkartusche
so umgebaut, daß die schleifenförmige Ausführung der Kapillare an der
Oberseite eines Beckman P/ACE 2000 CE-Systems möglich war (Abb. 4.2.2).
Material:
• 2x Beckman MDQ External Detector Adapter Kit (Part-No. 149852)
•  2x Beckman MDQ External Detector Adapter Tubing Kit (Part-No.
144822) für 3 Schlauchstücke à 6 cm mit Verbindungsmaterial.
• PVC-Rohmaterial zur Herstellung von 1,2 und 3
• Tangit® (Henkel)-Klebstoff (beständig gegen das Kühlmittel)
• Edelstahldraht zur Umwicklug von 5
Es wurden zwei mit Tunneln und Schraubgewinden (UNF 5/16"-24G )
versehene Blöcke 2+3 mit einer Dicke von 9,8 mm aus PVC gefertigt (Abb.
4.2.1).
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a) Bauteil 2 b) Bauteil 3
Abb. 4.2.1 PVC-Blöcke mit Schraubgewinden zum einkleben in die Kapillarkartusche. Die Blöcke haben
eine Dicke von 9,8 mm.
Diese wurden in die Kapillarkammer eingepaßt (Abb. 4.2.2) und mit Tangit® in
die Kartusche eingeklebt. Die Trennwand des ursprünglichen Kapillarraums
wurde im Bereich der PVC-Blöcke zur Durchführung der Kapillare durchbohrt.
Die Schraubgewinde an der Oberseite der Blöcke ermöglichen den Anschluß
von 6 cm langen Kühlschläuchen aus dem Zubehör des Beckman MDQ
Kapillarelektrophorsesystems. Die Schlauchanschlüsse wurden mit O-Ringen
abgedichtet. Um das festziehen der Schraubverbindungen zu erleichtern wurden
in Höhe der Schraubgewinde Öffnungen 4  in die Rückwand  der Kartusche
gefräst.
Um den Kühlmittelstrom in das Schlauchsystem zu leiten, war es erforderlich die
ursprüngliche Kapillarkammer mit einem Trennstek 1  zu teilen. Dieser wurde
ebenfalls aus PVC gefertigt und mit Tangit® an die Kartuschenrückwand
angeklebt.
An ein kurzes Schlauchstück, das erforderlich ist, um den für den
Kartuschenbügel des CE-Geräts notwendigen Abstand zu wahren, schließt sich
eine Einheit aus zwei  External Detector Aadapter Kits an. Diese verfügen an
der Unterseite über Anschlußgewinde für das Schlauchsystem 6  und an der
Oberseite über ein feines Schraubgewinde 7  für eine Abdichtungsferrule am
Kapillaraustritt.
II. Experimenteller Teil
119
Eine Querverbindung (Länge 6cm) 5 zwischen den beiden Kits, schließt den
Kreislauf der  Flüssigkühlung. Um ein Abknicken des kurzen
Querverbindungsschlauchstücks zu verhindern, ist dieses eng mit
Edelstahldraht umwickelt.
Der Trennsteg 1  in der Kapillarkammer verfügt über eine verschließbare
Öffnung, die die Durchführung der Kapillare erlaubt, wenn die Kartusche als
konventionelle UV-Kartusche verwendet werden soll. Die Ausführungsöffnungen
an der Oberseite der PVC-Blöcke 2+3  lassen sich hierzu mit Blindstopfen
verschließen.
Der Detektor selbst wurde auf einem speziellen Ständer auf der Seite liegend
über der CE montiert. Da das Detektor Gehäuse in dieser Position den
Kapillarschacht des CE-Systems verdeckt, war es erforderlich, die
Detektorstandfläche mit Auszügen zu versehen, die ein seitliches Verschieben
des Detektors zum Einbau der Kartusche in das CE-Gerät ermöglichen.
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Abb. 4.2.2 Umbau einer Beckman-P/ACE Kartusche. Erläuterungen siehe Text. Maßstab 1:1 (DIN A5)
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4.2.3.1 Einbau der Kapillare in die Spezialkartusche
Absolute Sauberkeit des Detektionsbereichs ist erforderlich, damit kein
Anregungslicht an Verschmutzungen totalreflektiert werden kann.
Die Saphirkugellinse der Detektionszelle ist deshalb vor dem Einbau sorgfältig
mit Methanol zu reinigen und mit Stickstoff trocken zu blasen. Nur wenn bei
Inspektion der Saphirkugellinse mit der Lupe keine Beläge oder Staubpartikel
erkennbar sind, kann die Kapillare eingebaut werden.
Vor dem Einbau wurde an der entsprechenden Position mit einem Glühwendel
ein Detektionsfenster für die UV–Detektion in den Polyimidfilm  eingebrannt und
mit Isopropylalkohol gereinigt. Die Kapillare wurde dann so weit in die Kartusche
eingebaut, bis das UV-Detektionsfenster fixiert werden konnte. Erst dann wurde
das LIF-Detektionsfenster eingebrannt und ebenfalls mit IPA und einem rauen
Labortuch gereinigt. Insbesondere Beim ZetaLIF ist es wichtig auch kleinste
Polyimidreste mit dem Papier abzuschleifen.
Vor der Montage der Detektionszelle wurde die gesamte Kapillare mit einem mit
Isopropylalkohol angefeuchteten Papiertuch abgerieben, um zu verhindern, daß
anhaftender Staub beim Einbau auf die Saphirkugellinse gelangt.
Nach Fixierung der Kapillare wurde die Detektionszelle mit Hilfe einer Lupe
inspiziert. Sind etwaige Partikel innerhalb des Detektionssystems nicht durch
Ausblasen mit Stickstoff zu entfernen, ist die Zelle wieder auseinander zu bauen
und erneut gründlich zu reinigen.
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4.3 Hochdruckflüssigchromatographie
HPLC-Pumpen HPLC Pump 64, Fa. Knauer
L-6200A Intelligent Pump, Fa. Merck-Hitachi
 LaChrom, binäres Hochdruckgradienten-System
Fa, Merck Hitachi
Waters Alliance
Probenaufgabeventil 7125 mit InjektionsSchleife, Fa. Rheodyne
Detektoren 655A, Fa. Merck-Hitachi
Shimadzu SPD 10 AVP
Jasco CD 1595
Waters
Probengeber Waters Alliance
Merck Hitachi LaChrom
Shimadzu SIL 10 AD VP
Integratoren D-2500 Chromato Integrator, Fa. Merck-Hitachi
C-R3A Chromatopac, Fa. Shimadzu
Säulenfüllgerät Pneumatic Pump, Fa. Knauer
4.4 Massenspektrometer
Finnigan LCQ
(Thermo Electron Corp., San Jose)
Ionenfalle zur Strukturaufklärung mit Hilfe von Fragmentierungsexperimenten,
Software Finnigan Excalibur Ver. 1.7.
Gekoppelt an Waters –Alliance Niederdruckgradientensystem über ein
Elektrospray-Interface. Bei Flussraten von mehr als 0,4 ml/min wurde ein Flow-
splitter (LC-Packings, Accuarate) im Verhältnis 1:4 eingesetzt.
Thermo Finnigan MSQ
(Thermo Electron Corp., San Jose)
Single-Quadrupol-Massenspektrometer für quantitative und halbquantitative
Bestimmungen. Standort Abteilung für Pädiatrische Hämatologie und Onkologie
der Universitätskliniken Münster.
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Software Finnigan Excalibur Ver.1.8.1
Gekoppelt an Merch-Hitachi LaChrom Hochdruckgradientensystem über ein
Elektrospray-Interface
124
5 Chemikalien und Reagenzien
Alle eingesetzten Chemikalien und Reagenzien entstammten verschiedenen
kommerziellen Quellen und besaßen einen dem jeweiligen Verwendungszweck
entsprechenden Reinheitsgrad (i.d.R. pro analysi oder HPLC grade).
Eine weitere Aufreinigung wurde nicht durchgeführt.  Wasser zur Herstellung
von Puffern und Eluenten wurde durch doppelte  Destillation von
demineralisiertem Wasser gewonnen.
5.1 Enzyme und Cosubstrate
Rattenlebermikrosomen Gewonnen von SCHEPMANN
NADPH Serva GmbH, Roth GmbH
5.2 Fertigarzneimittel
Tramal-Tropfen (Tramadol) Fa. Grünenthal
Riamet (Lumefantrin) Fa. Novartis
Sonata (Zaleplon) Fa. Wyeth
5.3 Vergleichssubstanzen
Tramadol-HCl Fa. Grünenthal
N-Desmethyltramadol in dieser Arbeitsgruppe synthetisiert
O-Desmethyltramadol in dieser Arbeitsgruppe synthetisiert
NO-Didesmethlytramadol in dieser Arbeitsgruppe synthetisiert
Zaleplon Fa. Wyeth
5-Oxozaleplon Fa. Wyeth
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5-Oxodesehtylzaleplon Fa. Wyeth
R/S-Lumefantrin Fa. Novartis
R-Lumefantrin Fa. Novartis
S-Lumefantrin Fa. Novartis
R/S-E/Z-N-Desbutyllumefantrin Fa. Novartis
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6 Allgemeine Methoden und
Verfahrensweisen
6.1.1 Kalibration des pH-Meters
Aufgrund der starken pH-Abhängigkeit der meisten kapillarelektrophoretischen
Trennungen war eine sorgfältige Kalibration des pH-Meters erforderlich. Diese
wurde mit den nachfolgend beschriebenen pH-Standardlösungen nach USP 23
mindestens einmal täglich durchgeführt. Die Temperaturabhängigkeit der
Elektrodensteilheit und des pH-Wertes der Standardlösungen wurde dabei
berücksichtigt.
1. 50 mM Kaliumhydrogenphthalat
10,2115 g zuvor eine Stunde bei 110 °C getrocknetes Kaliumhydrogen-phthalat
wurden in doppelt destilliertem Wasser zu 1000 ml gelöst.
pH 4,00 (15°C) - pH 4,00 (20°C) - pH 4,01 (25°C)
2. 50 mM Natrium-/Kaliumphosphat
3,5490 g Na2HPO4 und 3,4023 g KH2PO4, beide zuvor zwei Stunden bei 110°C
getrocknet, wurden in doppelt destilliertem Wasser zu 1000 ml gelöst.
pH 6,90 (15°C) - pH 6,88 (20°C) - pH 6,86 (25°C)
3. 10 mM Natriumtetraborat
3,8137 g Na2B4O7 . 10H2O wurden in doppelt destilliertem Wasser zu 1000 ml
gelöst.
pH 9,28 (15°C) - pH 9,23 (20°C) - pH 9,18 (25°C)
Die zur Kalibration des pH-Meters verwendeten Pufferlösungen wurden bei
Raumtemperatur aufbewahrt und in regelmäßigen Zeitabständen erneuert. Der
Übervorrat der pH-Standardlösungen wurde im Kühlschrank bei +5°C gelagert
und nach 3-4 Monaten verworfen.
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6.1.2 Aufnahme von UV-und Fluoreszenzspektren
Zur Aufnahme von Fluoreszenzspektren wurde die jeweilige Substanz zunächst
in entsprechender Konzentration in dem angegebenen Lösungsmittel
(vorzugsweise in dem Puffer, der auch als Laufpuffer für die entsprechende CE-
Methode Verwendung fand) gelöst und dann in eine allseitig transparente
Quarzglasküvette mit quadratischem Querschnitt und einer Kantenlänge von 1
cm überführt.
Das Emissionsspektrum wurde bei einer fixen Anregungswellenlänge ex in dem
jeweils angegebenen Emissionswellenlängenbereich aufgezeichnet.
6.1.3 Herstellung der Puffer für die Kapillarelektrophorese
Zur Herstellung von Puffern für die Kapillarelektrophorese wurde die
entsprechende Menge Puffersubstanz in doppelt destilliertem Wasser gelöst und
der pH-Wert durch Zusatz der in den einzelnen Vorschriften angegebenen
Säure oder Base eingestellt. Da die Temperaturabhängigkeit des pH-Wertes für
die Pufferlösungen nicht bekannt war, wurde deren pH-Wert unabhängig von der
Raumtemperatur auf den jeweiligen Sollwert eingestellt. Bei cyclodextrinhaltigen
Puffern wurde zunächst der cyclodextrinfreie „Leerpuffer” hergestellt und dessen
pH-Wert eingestellt. Das jeweilige Cyclodextrin wurde dann danach zugesetzt.
Vor Gebrauch wurden die Puffer 5-10 Minuten im Ultraschallbad entgast. Die
Trennpuffer wurden durch einen 0,5 m Membranfilter filtriert.
6.1.4 Vorbehandlung neuer CE-Kapillaren
Jede neue CE-Kapillare wurde nach dem Einbau in die entsprechende
Kartusche eine Stunde lang mit 0,1 M Natronlauge eingespült. Dabei wurde bei
den Beckman P/ACE-Geräten ein Druck von 20 psi (1 psi = 6894,76 Pa)
angelegt. Beim Agilent HP-3D-Gerät wurde die Flush-Funktion der Steue-
rungssoftware verwendet.
Zu Beginn eines jeden Arbeitstages wurde die Trennkapillare zudem eine halbe
Stunde lang mit 0,1 M Natronlauge gespült.
128
6.1.5 Belegung von Quarzglas-Kapillaren mit permanenten
coatings
6.1.5.1 PVA-coating
Während PAA-coatings (Polyacrylamid) lediglich im Sauren stabil sind, lassen
sich kommerziell erhältliche PVA-coatings (Polyvinylalkohol) auch im neutralen
pH-Bereich einsetzten. Die Stabilität klassischer PVA-coatings beruht  v.a. auf
der Eigenschaft von PVA, nach Erhitzen seine Wasserlöslichkeit zu verlieren. In
jüngerer Zeit sind von BELDER et al. [62] Methoden publiziert worden, nach
denen sich derartige coatings unter Quervernetzung des PVAs auch im
analytischen Labor mit akzeptablen Aufwand herstellen lassen. Zum Befüllen
der Kapillaren mit der viskosen PVA-Lösung ist es jedoch erforderlich, andere
Füllverfahren als die herkömmliche Hamiltonspritze oder die Spülfunktion eines
CE-Geräts zu verwenden.
Dazu hat es sich bewährt einen geschlossenen Edelstahlbehälter mit
Stickstoffanschluß und oben liegender Kapillareintrittsöffnung zu verwenden. Die
Kapillare wird über eine Schraubferule fixiert und taucht innerhalb des Behälters
in die Lösung ein. Analog des Injektionsvorhangs kann der Behälter dann über
eine Stickstoffbombe unter Druck gesetzt werden und die Kapillare wird mit der
Lösung gefüllt.
Abb. 5.3.1
Füllvorrichtung für die Belegung von
Quarzglaskapilllaren. Die Apparatur ist aus
Edelstahl gefertigt und wurde mit einem
Stickstoffdruck von 5 bar betrieben. Die
konische Vertiefung erlaubt den Einsatz von
Eppendorfgefäßen (nicht gezeigt) für einen
leichten Austausch der Lösung.
6.1.5.2 Methylcellulose
Die von Hjerten [63] beschriebenen Methylcellulose coatings zeichnen sich
durch hohe pH-Stabilität aus und sind in kurzer Zeit herstellbar.
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6.1.5.3 PAA-coating
Für das Gelingen der klassischen PAA-caotings nach Hjerten ist eine
ausreichend lange Verweilzeit des Silanisierungsreagenzes in der Kapillare
maßgebend.  Eine detaillierte Beschreibung der bewährten Coating Prozedur
findet sich bei Heinemann [64].
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7 CE-LIF Experimente zur Bestimmung des
Hypnotikums Zaleplon
Kapillarelektrophoretische Trennung und Methodentransfer
Zur  He rs te l l ung  d e s  Trennpuf fers w u r d e n  1 2 , 1 1  g
Trishydroxymethylaminomethan und 1,24 g Borsäure zu 100,0 ml in Wasser
gelöst. In diesem Puffer wurden 707,6 mg Carboxymethyl--Cyclodextrin zu 10,0
ml gelöst. Der pH-Wert des Puffers wurde überprüft. Als Probelösung wurden
wäßrige Standardlösung verwendet.
Ursprüngliche Elektrophoretische Bedingungen:
System Beckman P/ACE 2100 mit LIF-Detektor
Kapillare fused silica, 20/27 cm, ID 50 m
Trennpuffer 200 mM Borsäure / 1,0 M TRIS-Puffer pH 9,4 + 50 mM
CM--CD
Probenaufgabe hydrodynamisch, 10 s bei 0,5 psi (19,52 nl)
Spannung 15 kV
Temperatur 20°C
Detektion Beckman LIF (= 325 nm, = 450 nm)
Tab. 7.1 Anpassung der Methodenparameter für die verschiedenen CE-Plattformen
Argos 250 B
Picometrics
ZetaLIF
Beckman-LIF
CE-System Agilent 3D P/ACE 5050 P/ACE 2000
Anregung XE/Hg-Lampe mit
Monochromator
(325 nm)
HeCd-Laser
(325 nm)
HeCd-Laser
(325 nm)
Emissionsfilter [nm] >450 nm >350 nm, fix Bandpass 450 nm
Leff./Ltot. [cm] 18/35 28/55 20/27
Spannung [kV] 15 25 14
Injektionsdruck 35 hPa 0,5 psi 0,5 psi
Injektionszeit [s] 13 20 10
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Empfindlichkeit
Zur Bestimmung der erreichbaren Nachweisgrenze wurde eine wäßrige
Verdünnungsreihe ZAL in einem Konzentrationsbereich  von 5 ng/ml bis 2 g/ml
hergestellt. Der Interne Standard Zolpidem wurde mit einer Endkonzentration
von 1 g/ml zugesetzt.
Selektivität
Zum vergleich der Selektivität wurde eine Urinprobe des Sammelintervalls von
0–2 h nach oraler Gabe von 10 mg Zaleplon durch Direktinjektion, d.h. ohne
vorheriges Aufkonzentrieren über eine Festphase auf die Trennkapillare
aufgegeben.
Festphasenextraktion Zaleplon
Vor der Analyse wurden die Urinproben bei Raumtemperatur aufgetaut, durch
ein Faltenfilter filtriert und mittels einer Festphasenextraktion aufkonzentriert.
Hierzu wurden Bakerbond Octadecyl SPE-Kartuschen (Nr. 7020-03) mit einer
Sorbensmenge von 500 mg verwendet.
Die Kartuschen wurden mit 2 x 3 ml Methanol und 2 x 3 ml Wasser konditioniert
und anschließend portionsweise mit insgesamt 10,0 ml der Urinprobe beladen.
Hierbei wurde die Durchflußgeschwindigkeit auf etwa 1 ml/min gehalten. Salze
und andere hydrophile Matrixbestandteile wurden durch anschließendes
zweimaliges Spülen mit Wasser ausgewaschen. Nach Trockenziehen des
Sorbens unter vermindertem Druck wurde mit 4 x 250 l Methanol eluiert. Das
Methanol wurde im Stickstoffstrom bei etwa 60°C entfernt und der Rückstand in
1,0 ml Wasser aufgenommen.
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8 CE-LIF zur Bestimmung des Analgetikums
Tramadol
8.1 Kapillarelektrophoretische Trennung von
Tramadol und seinen Phase-I-Metaboliten
Herstellung des Trennpuffers
5 mmol Borax wurden zu 100,0 ml in aqua bidest gelöst. Der pH-Wert des
Puffers wurde überprüft und anschließend mit NaOH-Lösung (1 M) auf pH 10,2
eingestellt. Unmittelbar vor Verwendung wurde der Puffer durch einen
Membranfilter der Porengröße 0,45 m filtriert.
Elektrophoretische Bedinungen:
System Beckman P/ACE 2050 mit Picometrics ZETALIF-Detektor
Kapillare fused silica, 40/68 cm, ID 50 m
Laufpuffer 50 mM Borat, pH 10,2
Probenaufgabe hydrodynamisch, 7 s bei 0,5 psi (35 mbar)
Spannung 20 kV
Temperatur 20°C
Detektion LIF (= 266 nm, ca.> 280 nm)
8.2 Untersuchung von Humanurinproben
8.2.1 Gewinnung der Proben
Nach peroraler Gabe einer Einzeldosis von 75 mg Tramadol-HCl an einen
gesunden männlichen Probanden wurden Urinproben in PE-Weithalsflaschen
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gesammelt und nach Bestimmung des Volumens im Meßzylinder sofort bei
–20°C eingefroren.
Tab. 8.1 Sammelintervalle und Mengen der Tramadolurinproben.
Sammelintervall [h] Volumen [ml]
0-2
2-4
4-6
6-8
8-10
10-14
20-24
103
163
116
89
110
250
390
8.2.2 Bestimmung des Metabolitengehalts der
Humanurinproben
8.2.2.1 Kalibration von Tramadol und seinen Phase-I-Metaboliten aus
Humanurin
Zur Bestimmung des Gehalts an Tramadol und seiner Phase-I-Metaboliten
wurden Standardlösungen in Urin hergestellt. Hierzu wurde aus einer wässrigen
Stammlösung aller Analyten der Konzentration 1  mg/ml eine Verdünnungsreihe
durch serielle Verdünnung mit Leerurin hergestellt.
Aliquoten von 500 l der so hergestellten Standardlösungen und den Urinproben
wurden 50 l einer wäßrigen Lösung von Naphazolin-Nitrat der Konzentration
2,5 g/ml als Interner Standard zugesetzt.
Die Kalibration erfolgte durch gewichtet lineare Regression über das Verhältnis
der korrigierten Peakflächen von Analyt zu Internem Standard (CPAR).
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Tab. 8.2 Korrigierte Peakflächenverhältnisse der Kalibrierlösungen
Tramadol NDT NOD OD
c [ng/ml] CPAR CPAR CPAR CPAR
250 0,0623 0,1354 n.d. n.d.
500 0,1640 0,2377 0,0640 0,0283
1000 0,3172 0,6641 0,1296 0,0690
2500 0,8812 1,8290 0,3051 0,2171
5000 1,4787 3,1253 0,5161 0,4037
10000 2,8304 7,1041 1,0100 0,9826
Tab. 8.3 Kalibrierfunktion und Residuen der Kalibration von Tramadol und Metaboliten
Tramadol NDT NOD OD
Wichtung 1/x2 1/x2 1/x2 1/x2
Geraden-
gleichung
y=0,0003x-0,0127 y=0,0007x-0,0477 y=0,0001x+0,0134 y=0,0001x-0,0189
Residuen
[%]
Residuen
[%]
Residuen
 [%]
Residuen
[%]
250 -7,57 9,38 n.d. n.d.
500 11,12 -19,50 -4,22 3,94
1000 3,02 4,06 7,77 -5,96
2500 11,70 9,71 8,74 2,50
5000 -7,02 -7,58 -5,76 -8,76
10000 -11,37 4,30 -6,65 8,70
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8.2.2.2 Untersuchung der Urinproben
Tab. 8.4 Urinkonzentrationen und Ausscheidungsmengen von Tramadol und N-Desmethyltramadol
TRA ND
Sammelintervall
[h]
Konzentration
[ng/ml]
Ausscheidung
[mg]
Konzentration
[ng/ml]
Ausscheidung
[mg]
0-2 16770,70* 1,73 727,27 0,07
2-4 12394,37* 2,02 601,69 0,10
4-6 17675,77* 2,05 1215,90 0,14
6-8 18452,19* 1,64 1207,18 0,11
8-10 9385,34* 1,03 643,56 0,07
10-14 6059,24* 1,51 394,19 0,10
14-24 3572,54* 1,39 268,91 0,09
Summe 11,38 0,68
* Bestimmung erfolgte nach 1:10 Verdünnung der Probe mit Leerurin.
Tab. 8.5 Urinkonzentrationen und Ausscheidungsmengen der unbekannten Metaboliten bezogen auf
Tramadol
MET I* MET II*
Sammelintervall
[h]
Konzentration
[ng/ml]
Ausscheidung
[mg]
Konzentration
[ng/ml]
Ausscheidung
[mg]
0-2 39,68 0,00 2220,61 0,23
2-4 1802,05 0,29 4601,28 0,75
4-6 4809,30 0,56 10852,67** 1,26
6-8 6659,66 0,59 12119,94** 1,08
8-10 5332,53 0,59 5699,46 0,63
10-14 2148,71 0,54 4089,09 1,02
14-24 1046,11 0,41 2084,88 0,81
Summe 2,98 5,78
* Bezogen auf Tramadolstandards
** Bestimmung erfolgte nach 1:10 Verdünnung der Probe mit Leerurin.
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9 Untersuchungen zum Metabolismus von
Lumefantrin
9.1 Mikrosomale Inkubationen
9.1.1 Inkubations-Protokoll
1. Lumefantrin-Stock:
1mg Lumefantrin in 1,0 ml Acetonitril
2. TRIS-Puffer (50 mM), pH 7.4 (37°C)
Tris-Base 166 mg
Tris-HCl 572 mg
Aqua bidest. Ad 100,0 mL
3. MgCl2-Lösung (0.1 M)
MgCl2 95,2 mg
Aqua bidest. Ad 10,0
4. Inkubationspuffer
1,0 ml (3.) werden mit (2.) auf 20,0 mL aufgefüllt.
5. NADPH-Lösung
8 mg NADPH werden unmittelbar vor Inkubation (!) in 1,0 mL Inkubationspuffer
gelöst
6. Enzymquelle
Als Enzymquelle diente die von SCHEPMANN im Frühjahr 2003 aus
phenobarbitalinduzierten Ratten gewonnene Lebermikrosomen-Suspension.
Diese  wurde vor Gebrauch 1:10 mit Inkubationspuffer verdünnt.
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Testlösung Blindwert Leerwert
Inkubationspuffer 200 L 300 L 200 L
Enzymquelle 200 L 200 L 200 L
Lumefantrin-stock 10 l 10 L -
Acetonitril - - 10 L
NADPH-Lösung 100 L - 100 L
Vortex-mix 10 s 10s 10s
Inkubation 37°C 3 h 3 h 3 h
Isopropylalkohol (-25°C) 500  L 500 L 500 L
Die Reaktion wurde durch Zugabe von 500 l IPA (-25°C) gestoppt. Nach
Zusatz von 1,0 ml Boratpuffer pH 8,0 (0,1M) wurde der Ansatz mit 8 ml Hexan
extrahiert. Nach durchfrieren der wäßrigen Phase in einem Aceton/Flüssigstick-
stoff Kältebad wurde die organische Phase abdekantiert und unter Stickstoff-
strom bei 60°C entfernt.
Der Rückstand wurde in 150 l der jeweiligen mobilen Phase aufgenommen und
umgehend vermessen.
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9.1.2 Strukturaufklärung der Phase-I-Metaboliten
9.1.2.1 Untersuchung der Inkubationsansätze mit Gradientenelution
Chromatographische Bedingungen:
LC Waters Alliance
Trennsäule Merck Lichrospher 60 RP-select.B 5 m,
250x4 mm, ManuCart, Vorsäulenkartusche RP-8e
Mobile Phase A: NH4Ac (20 mM)
B: ACN (0,1% Ameisensäure)
lineraer Gradient:
0 min A (80%), 2 min A (80%), 45 min A (20%)
Flußrate 1,2 ml /min, FLow Splitter 1:4
Detektion Thermo Electron LCQ ion-trap
Massenspektrometrische Detektion:
Massenspektrometer Finnigan LCQ (ion-trap)
Ionisierung Elektrospray-Ionisierung (ESI)
ESI-Spannung 4,0 kV (Positiv-Ionen-Modus)
Einlaßkapillar-Spannung 25 V
Kapillartemperatur 350°C
Sheath gas flow 80 arbitrary units
Auxiliary gas flow 40 arbitrary units
Detektionsmodus: MS-full scan  [300-800]
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Tab. 9.1 Bei der Gradientenelution der Inkubationsextrakte im Full-Scanmodus detektierte Peaks mit
m/z der jeweiligen Hauptmasse.
RT [min] Metabolit m/z
17,18 Hydroxy-Desbutyl-LMF [C26H24Cl3NO2+H]
+ 488
17,98 Hydroxy-Desbutyl-LMF [C26H24Cl3NO2+H]
+ 488
18,02 „Dihydroxy“-LMF [C30H32Cl3NO3+H]
+ 560
18,8 „Dihydroxy“-LMF [C30H32Cl3NO3+H]
+ 560
20,02 „Monohydroxy“-LMF [C30H32Cl3NO2+H]
+ 544
22,1 „Monohydroxy“-LMF [C30H32Cl3NO2+H]
+ 544
21,54 N-Desbutyl-LMF [C26H24Cl3NO+H]
+ 472
24,7 unbekannt - 436
27,23 unbekannt - 436
32,24 unbekannt - 420
44,2 Lumefantrin (LMF) [C30H32Cl3NO+H]
+ 528
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9.1.2.2  Fragmentierung von Lumefantrin im Direkteinlaßmodus
Um das Fragmentierungsverhalten des Lumefantringrundgerüsts zu
untersuchen, wurde eine Lösung von 1g/ml LMF in ACN/NHAC mit 2L/min
über eine Spritzenpumpe in das ESI-Interface des Massenspektrometers
infundiert.
Die Berechnung der theoretischen Massen der Fragmente erfolgte mit der
Software ChemDraw Ultra 7.0.3, Cambridge Soft Corp.
Massenspektrometrische Detektion:
Massenspektrometer Finnigan LCQ (ion-trap)
Ionisierung Elektrospray-Ionisierung (ESI)
ESI-Spannung 4,0 kV (Positiv-Ionen-Modus)
Einlaßkapillar-Spannung 25 V
Kapillartemperatur 350°C
Sheath gas flow 20 arbitrary units
Auxiliary gas flow 0 arbitrary units
Detektionsmodus: MS3
m/z 528,4 (6)@35 -> m/z 510,4 (6)@40 ->
[140-560]
() = Spaltbreite, @ = relative Kollisionsenergie
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Die Spaltbreite wurde dabei so gewählt, daß das Chloristopenspektrum erhalten
blieb.
syn1esi-_050213235416 #30 RT: 0.50 AV: 1 NL: 1.20E8
T: + c Full ms3 530.30@35.00 512.00@40.00 [ 140.00-560.00]
150 200 250 300 350 400 450 500 550
m/z
0
5
10
15
20
25
30
35
40
45
50
55
60
65
70
75
80
85
90
95
100
510.32
468.19
470.22
383.20
514.30
454.26
385.20
472.21348.29
515.30
387.19 426.17
453.27350.25 516.29474.29
418.32376.33 478.27312.36 335.33 517.29271.24237.09 300.85223.19153.41 543.54199.37
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Abb. 9.1.1 Strukturhypothesen der beobachteten Hauptfragmente mit den thereotischen Massen der H+-
Addukte (Chemdraw Ultra Ver.7.0.3)
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9.1.2.3 LC-MS-Experimente zur Strukturaufklärung der „Hydroxy“-
Metaboliten
Chromatographische Bedingungen:
LC Waters Alliance
Trennsäule Merck Lichrospher 60 RP-select.B 5 m,
250x4 mm, ManuCart Vorsäulenkartusche RP-8e
Mobile Phase 35% NH4Ac (20 mM)
65% ACN (0,1% Ameisensäure)
Flußrate 1 ml /min, FLow Splitter 1:4
Detektion Thermo Electron LCQ ion-trap
Massenspektrometrische Detektion:
Massenspektrometer Finnigan LCQ (ion-trap)
Ionisierung Elektrospray-Ionisierung (ESI)
ESI-Spannung 4,0 kV (Positiv-Ionen-Modus)
Einlaßkapillar-Spannung 25 V
Kapillartemperatur 350°C
Sheath gas flow 80 arbitrary units
Auxiliary gas flow 40 arbitrary units
Detektionsmodus: MS3
RT: 2-13 min
m/z 560,4 (1)@35, m/z 542,4 (1)@40
[200-600]
RT: 13-35  min
m/z 544,4 (1)@35, m/z 526,4 (1)@40
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[145-528]
()=Spaltbreite, @=realtive Kollisionsenergie
Tab. 9.2 Scan-Events zur Fragmentierung der Phase-I-Metaboliten des Lumefantrins mit
Retentionszeiten der im Totalionenchromatogramm detektierten Peaks.
Analyt Massenfilter RT [min]
„Dihydroxy“-LMF-1 m/z 560,4 (1)@35, m/z 542,4 (1)@40
[200-600]
9,58
„Dihydroxy“-LMF-2 m/z 560,4 (1)@35, m/z 542,4 (1)@40
[200-600]
10,77
„Hydroxy“-LMF-1 m/z 544,4 (1)@35, m/z 526,4 (1)@40
[145-528]
14,8
„Hydroxy“-LMF-2 m/z 544,4 (1)@35, m/z 526,4 (1)@40
[145-528]
18,69
9.2 Halbquantitative Bestimmung der Lumefantrin-
Metaboliten nach mikrosomaler Inkubation in
Rattenlebermikrosomen
Die Inkubationen erfolgten wie unter 9.1.1 beschrieben
Die Reaktion wurde durch Zugabe von 500 l IPA (-25°C) gestoppt. Dem
Isopropylalkohol war dabei der Interne Standard in einer Konzentration von 50
ng/ml zugesetzt.
Nach Zusatz von 1,0 ml Boratpuffer pH 8,0 (0,1M) wurde der Ansatz mit 8 ml
Hexan extrahiert. Nach Durchfrieren der wäßrigen Phase in einem
Aceton/Flüssigstickstoff-Kältebad wurde die organische Phase abdekantiert und
unter Stickstoffstrom entfernt.
Der Rückstand wurde in 150 l der mobilen Phase aufgenommen und
umgehend vermessen.
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 Chromatographische Bedingungen:
Pumpe Merck Hitachi LaChrom
binäres Hochdruckgradientensystem
Injektion
Trennsäule Merck Lichrospher 60 RP-select.B 5 m,
250x2 mm, ManuCart Vorsäulenkartusche RP-8e
Mobile Phase 35% NH4Ac (20 mM)
65% ACN (0,1% Ameisensäure)
Flußrate 300 l/min
Detektion Thermo Electron MSQ, Single-Quad MS
ESI-Nadelspannung: 3,5 kV
Einlaßkonus-Spannung: 60 V
ESI-Temperatur: 480 °C
Massenspuren siehe Tab. 9.3
Tab. 9.3 Massenspuren der Detektion der Metaboliten mit der Single-Quadrupol-Massenspektrometrie
(Finnigan MSQ)
m/z Summenformel dwell
[s]
RT
[min]
Analyt
528,1
544,1
472,1
560,1
500,0
[C30H32Cl3NO+H]
+
[C30H32Cl3NO2+H]
+
[C26H24Cl3NO+H]
+
[C30H32Cl3NO3+H]
+
[C26H30Cl2F3NO+H]
+
0,5
0,5
0,5
0,5
0,5
14,4
11,15;13,4
10,2
7,27;9,1
11,0
Lumefantrin
Monohydroxy-Lumefantrin
Desbutyl-Lumfantrin
“Dihydroxy”-Lumefantrin
Halofantrin
400-600 1,0
Parallel zum SIM-Experiment lief ein Full-Scan-Experiment im Massenbereich
von m/z 400–600 mit einer Verweildauer von 1 s mit. Die Cl3-Isotopen-
146
verteilungsmuster aus dem Full-Scan dienten der Absicherung der Peak-
Zuordnung.
9.2.1 Zeitabhängige Inkubation
Pro Zeitpunkt wurden drei Ansätze inkubiert. Metaboliten in den Blindwerten
waren nicht nachweisbar.
Tab. 9.4 Peakflächenverhältnisse der Metaboliten und des Internen Standards (CPAR)
CPAR
RT
[min] Inkubationszeit [min]
0 15 30 60 120
„Hydroxy“-LMF-1 11,22 n.d. n.d. 0,05 0,137 0,17
0,03 0,08 0,15 0,15
0,2 0,075 0,13 0,17
„Hydroxy“-LMF-2 13,3 n.d. 0,22 0,39 0,71 1,04
0,21 0,57 0,65 1,16
0,18 0,42 0,81 1,2
Desbutyl-LMF 10,2 n.d. 0,1 0,11 0,15 0,29
0,09 0,19 0,25 0,41
0,08 0,17 0,21 0,35
„Dihydroxy“-LMF-1 7,2 n.d. 0 0 0,002 0,05
0,03 0 0,005 0,04
0,015 0 0,002 0,05
Dihydroxy-LMF-2 9,15 n.d. 0,02 0,06 0,1 0,14
0,02 0,08 0,12 0,14
0,02 0,085 0,085 0,14
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9.2.2 Umsetzung von Lumefantrin Reinenatiomeren
Um erste Anhaltspunkte für stereospezifische Metabolitenbildung zu bekommen,
wurden die Lumefantrin-Reinenantiomere wie unter 9.1.1 beschrieben getrennt
voneinander für 2 Stunden inkubiert. Vor der Extraktion wurde den Ansätzen
100 l einer methanolischen Halofantrinlösung der Konzentration 20 ng/ml
zugesetzt.
Testansätze und Kontrollen ohne Co-Substrat (Blindwert) wurden mit n=3
inkubiert. Die Extrakte wurden wie unter 9.2 beschrieben halbquantitativ
untersucht.
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Tab. 9.5 Peakflächenverhältnisse (CPAR) der Metaboliten nach mikrosomaler Inkubation der
Enantiomere
(+)-S-Lumefantrin (-)-R-Lumefantrin
RT
 [min]
Kontrolle
CPAR
Test
CPAR
Kontrolle
CPAR
Test
CPAR
Desbutyl-LMF 10,18 0,15 2,09 0,07 0,33
0,15 0,93 0,06 0,65
0,1 1,31 0,12 0,72
„Hydroxy“-LMF-1 11,25 n.d. 1,47 n.d. n.d.
n.d. 1,02 n.d. n.d.
n.d. 1,3 n.d. n.d.
„Hydroxy-LMF“-2 13,36 n.d. 8,58 n.d. 0,29
n.d. 6,65 n.d. 0,34
n.d. 9,05 n.d. 0,37
„Dihydroxy“-LMF-1 7,27 n.d. 0,8 n.d. n.d.
n.d. 0,57 n.d. n.d.
n.d. 0,54 n.d. n.d.
„Dihydroxy“-LMF-2 9,1 n.d. 2,01 n.d. n.d.
n.d. 1,52 n.d. n.d.
n.d. 2,25 n.d. n.d.
Lumefantrin (LMF) 14,4 131,16 130,94 144,05 104,73
140,91 104,27 147,08 110,02
142,34 166,1 134,23 111,86
n.d. = nicht detektierbar.
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9.3 Chirale HPLC zur stereoselektiven Trennung
der racemischen E/Z-Isomerengemische von
Lumefantrin und N–Desbutyllumefantrin
Chromatographische Bedingungen:
Pumpe Merck-Hitachi L-6200A
Injektion 100 L Probenschleife
Trennsäule 250x4,6 mm
Stationäre Phase siehe Tabelle
Mobile Phase siehe Tabelle
Flußrate siehe Tabelle
Detektion Merck-Hitachi 655A, 280 nm
Probenlösungen wurden durch Lösen der Testsubstanz zu 1 mg/ml in mobiler
Phase hergestellt.
E/Z-Lumefantrin wurde für die Methodenentwicklung durch zweistündige
Bestrahlung einer ethanolischen Lösung von Z-Lumefantrin im DC-
Detektionskabinett hergestellt.
9.3.1 Prüfung auf Enantioselektivität der stationären Phase:
Testlösung 1 mg/ml in mobiler Phase
Mobile Phase 10% Isopropylalkohol, 89,9 % 0,1 % DEA
Flußrate 0,5 ml/min
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Tab. 9.6 Kapazitätsfaktoren und Enantioselektivität der stereoselektiven Trennung von Lumefantrin:
Z-Isomer E-Isomer
(-) (+) (-) (+)
K’ K’  K’ K’ 
Chiralcel OD 0,69 0,69 - - - -
Chiralpak AD 2,19 3,43 1,56 - - -
Chiralcel OJ-H 0,91 0,91 -
Tab. 9.7 Kapazitätsfaktoren und Enantioselektivität der stereoselektiven Trennung von
Desbutyllumefantrin:
A-Isomer B-Isomer
(-) (+) (-) (+)
K’ K’ a K’ K’ a
Chiralcel OD 1,3 1,3 - - - -
Chiralpak AD 1,82 12,84 27,5 1,82 6,9 3,8
Chiralcel OJ-H 1,4 1,4 - - - -
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Testlösung 1 mg/ml in mobiler Phase
Mobile Phase 14% EtOH, 85,9 %, 0,1 % DEA
Flußrate 0,5 ml/min
Tab. 9.8 Kapazitätsfaktoren und Enantioselektivität der stereoselektiven Trennung von Lumefantrin:
Z-Isomer E-Isomer
(-) (+) (-) (+)
K’ K’  K’ K’ 
Chiralcel OD 0,27 0,27 - 0,27 0,27 -
Chiralpak AD 0,73 1,77 2,42 0,35 0,93 1,77
Chiralcel OJ-H 0,47 0,47 - 0,47 0,47 -
Tab. 9.9 Kapazitätsfaktoren und Enantioselektivität der stereoselektiven Trennung von
Desbutyllumefantrin:
Isomer-A Isomer-B
(-) (+) (-) (+)
K’ K’  K’ K’ 
Chiralcel OD 0,53 0,53 - 0,53 0,53 -
Chiralpak AD 1,29 4,86 3,76 1,51 3,02 2,0
Chiralcel OJ-H 0,47 0,47 - 0,47 0,47 -
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9.3.2 Simultantrennung der Stereoisomere
Chromatographische Bedingungen:
Pumpe Merck-Hitachi L-6200A
Injektion 100 L Probenschleife
Trennsäule 250x4,6 mm
Chiralpak AD, Daicel Industries
Mobile Phase 14 % EtOH, 85,9% n-Hexan, 0,1% DEA
Flußrate 1,4 ml/min
Detektion Merck-Hitachi 655A, 280 nm
Tab. 9.10 Kapazitätsfaktoren und Enantioselektivität der stereoselektiven Simultantrennung
der Racemate von E/Z-Lumefantrin und E/Z-Desbutyllumefantrin
Isomer-A (Z) Isomer-B (Z)
(-) (+) (-) (+)
K’ K’  K’ K’ 
Lumefantrin 0,66 1,58 2,4 0,32 0,9 2,8
Desbutyllumef. 1,07 4,32 4,0 1,29 0,37 2,68
9.4 Achirale Analytik von Lumefantrin
Plasmaproben mittels LC/MS
Plasmastandards:
Aus einer ethanolischen Stammlösung mit einer Konzentration von 1mg/ml
wurden Verdünnungen in Ethanol hergestellt.
Konzentrationen: 100; 50; 20;  10; 5; 2; 1; 0,5; 0,2; 0,1 g/ml. Die
Plasmastandards wurden durch 1:10 Verdünnung der ethanolischen Standards
mit Leerplasma hergestellt.
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In gleicher Weise wurden aus einer weiteren unabhängig eingewogenen
Stammlösung Qualitätskontrollproben mit den Konzentrationen 20, 100, 500 und
5000 ng/ml hergestellt.
Fällungsreagenz:
Halofantrin wurde zu 200 ng/ml in Acetonitril gelöst.
Probenaufarbeitung:
Plasmaproben wurden bei Raumtemperatur aufgetaut und gevortext.
100 L Plasma bzw. Plasmastandard wurden in 2 ml HPLC-vials mit 500 L
Fällungsreagenz gefällt, 10 s gevortext und für fünf Minuten bei 3000 RPM in
der Labofuge zentrifugiert.
150 L des Überstands wurde in entsprechende Inserts überführt und analysiert.
9.4.1 Kalibration der Methode
Tab. 9.11 Lineare Regression für Lumefantrin und Desbutyllumefantrin
Lumefantrin Desbutyllumefantrin
Wichtung 1/x 1/x2
Steigung 2,2*10-4 9.57*10-4
Y-Achsenabschnitt 3,6*10
-4 3,39*10-4
R
2 0.9965 0.9946
PAR=Peak Area Ratio: Peakfläche Analyt/Peakfläche Interner Standard
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Tab. 9.12 Peakflächenverhältnisse und Residuen der Plasmastandards
Lumefantrin Desbutyllumefantrin
c [ng/ml] PAR Residuen
[%]
PAR Residuen
[%]
20 0,028 -14,31 0,008 2,33
50 0,041 3,72 0,016 -8,60
100 0,057 -4,42 0,038 9,63
200 0,093 -2,08 0,065 -5,41
500 0,204 0,47 0,158 -7,49
1000 0,378 -1,84 0,330 -2,83
2000 0,763 2,24 0,713 5,10
50000 1,995 8,94 1,822 7,54
10000 3,476 -4,68 3,378 -0,27
PAR=Peak Area Ratio: Peakfläche Analyt/Peakfläche Interner Standard
Tab. 9.13 Peakflächenverhältnisse und Richtigkeit der Qualitätskontrollproben
Lumefantrin Desbutyllumefantrin
c [ng/ml] PAR Abweichung
 [%]
PAR Abweichung
[%]
20 0,030568 18,1 0,006240 -22,0
100 0,055593 -7,32 0,037532 8,2
500 0,221485 10,15 0,155046 -9,15
5000 1,585648 -13,72 1,474115 -12,95
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9.4.2 Probandenproben
Die bis zur Messung bei –80°C gelagerten Plasmaproben wurden bei
Raumtemperatur aufgetaut und gevortext.
100 L Plasma bzw. Plasmastandard wurden in 2 ml HPLC-vials mit 500 L
Fällungsreagenz gefällt und für fünf Minuten bei 3000 RPM in der Labofuge
zentrifugiert.
150 L des Überstands wurde in entsprechende Inserts überführt und parallel zu
den Plasmastandards analysiert. Die Gehaltsbestimmung erfolgte auf Grundlage
der Peakflächenverhältnisse von Analyt zu Internem Standard nach gewichteter
linearer Regression (Tab. 9.11).
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Tab. 9.14 Ermittelte Plasmakonzentrationen der zu verschiedenen Zeitpunkten nach Applikation von
480 mg Lumefantrin gesammelten Proben.
Probe Zeit nach Administration
[h]
Plasmakonzentration
[ng/ml]
Tag1 0h 0,00 n.d.
Tag 1 1h 1,00 n.d.
Tag1 2h 2,00 363,20
Tag1 3h 3,08 2526,16
Tag1 4h 4,00 4097,18
Tag1 5h 5,42 4758,61
Tag1 6h 6,00 6386,02
Tag1 7h 7,00 4878,64
Tag1 8h 8,08 3993,57
Tag 1 10h 9,00 3038,73
Tag1 12h 10,00 2882,62
Tag 2 0h 11,92 1248,28
Tag3 0h 24,17 703,02
Tag4 0h 48,08 448,45
Tag9 0h 197,83 166,60
Tag13 0h 289,17 144,70
Tag21 0h 461,17 101,90
n.d.= nicht detektierbar
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9.4.3 Pharmakokinetische Auswertung
Die Pharmakoinetische Auswertung erfolgte mit der Software WinNONLIN Ver.
4.1, Pharsight CorporationDer Auswertung wurde ein offenes 2-
Kompartimentmodell mit lag-time zugrunde gelegt.
Win-NonLin Anfangsparameter:
Gauss-Newton (Levenberg and Hartley) method used
Convergence criteria of 0.0001 used during minimization
process
50 maximum iterations allowed during minimization process
Modellparameter und abgeleitete pharmakokinetische Größen aus
WinNonlin Ver. 4.1:
Parameter Units Estimate
V1_F {g/L}/(ng/ml) 33.402749
K01 1/h 0.386089
K10 1/h 0.091789
K12 1/h 0.278984
K21 1/h 0.015439
Tlag h 2.591427
AUC h*ng/ml 156555.272738
CL_F {g/L}/(h*ng/ml) 3.066010
V2_F {g/L}/(ng/ml) 603.575095
CLD2_F {g/L}/(h*ng/ml) 9.318819
Tmax h 5.274944
Cmax ng/ml 5429.649084
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Die Güte der Anpassung wird durch die Korrelation zwischen gemessenen und
vorhergesagten Plasmaspiegeln veranschaulicht.
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9.5 Bestimmung des Enantiomerenverhältnisses
von Lumefantrin in-vivo
9.5.1 Fraktionierung der Lumefantrin-Plasmaproben an RP-
Material
Chromatographische Bedingungen:
HPLC Waters Alliance
Trennsäule Merck Lichrospher 60 RP-select.B 5 m,
250x 4mm, ManuCart Vorsäulenkartusche RP-8e
Mobile Phase 20% NH4Ac (20 mM)
80% MeOH (0,1% Essigsäure)
Flußrate 1 ml/min
Detektion Waters
280 nm
Probenaufgabe Waters Alliance, 100 l
Datenerfassung Inetegrator: Merck-Hitachi D-2500
Fraktionssammler Advantec, Sammelintervall 9:30-11:30 min
Probenaufarbeitung
Die Aufarbeitung der Lumefantrin-Plasmaproben erfolgte vollständig unter
Rotlicht, um eine E/Z-Isomerisierung während der Extraktion zu unterbinden.
Nach Auftauen bei Raumtemperatur wurde 1 ml Plasma in 10 ml Schliffgläsern
mit 1 ml Phtalat-Puffer (0,1 M) pH 2,5 versetzt. Nach Zugabe von 7,5 ml einer
Mischung aus Hexan/Diethylether 7:3 wurde 15 min. lang unter Vortex
extrahiert.
Anschließend wurden die Extrakte fünf Minuten bei 3000 U/min zentrifugiert und
die wässrige Phase in einem Kältebad aus Aceton und Flüssigstickstoff
durchgefroren.
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Die abdekantierte organische Phase wurde in 10 ml-Reagenzgläsern unter
Stickstoffstrom bei 50°C abgeblasen.
Fraktionierung
Der Rückstand wurde in 110 l ACN aufgenommen und in  HPLC-vials mit 150
l Inserts überführt.
100 l der Proben wurden auf die achirale Säule aufgegeben und der im
Zeitfenster von 9:30 min bis 11:30  min eluierende Peak mit Hilfe des Fraktions-
sammlers in silanisierten  10ml Reagenzgläsern aufgefangen.
Silanisierung
Im Trockenschrank getrocknete Reagenzgläser wurden mit einer 10%-igen
Lösung von Dichlordimethylsilan in Dichlormethan befüllt und verschlossen. Das
Reagenz verblieb über nach in den Gläsern. Anschließend wurden die
Reagenzgläser mit Isopropylalkohol und dann mit Wasser gespült.
II. Experimenteller Teil
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9.5.2 Untersuchung der fraktionierten Plasmaextrakte mit
chiraler HPLC
Die Mobile Phase der achiral fraktionierten Plasmaextrakte wurde im Wasserbad
bei 90°C unter Stickstoffstrom abgeblasen. Der Rückstand wurde in 100 l
n–Hexan aufgenommen und vollständig auf  die chirale Säule aufgegeben.
Chromatographische Bedingungen:
HPLC Merck-Hitachi L-6200A
Trennsäule Daicel Industries Chiralpak® AD 250x4,6 mm
Mobile Phase 14% EtOH
85,9% N-Hexan
0,1% DEA
Flußrate 1 ml/min
Probenaufgabe Shimadzu SIL 10 AD VP, MTP 100 l
Detektion Shimadzu SPD 10 A VP
335 nm
Datenerfassung Integrator: Merck-Hitachi D-2500
Tab. 9.15 Mit Hilfe der chiralen HPLC ermittelte Enantiomerenverhältnisse für Lumefantrin-
Plasmaproben nach Einmalgabe von 480 mg Lumefantrin (4 Tabletten Riamet)
Probenbezeichnung Zeit nach Applikation
[h]
(-)/(+)
Tag 1 2 h 2,0 1,09
Tag 1 5 h 5,4 1,02
Tag 1 8 h 8,1 0,99
Tag 2 0 h 24,2 0,99
Tag 4 0 h 72,5 0,97
Tag 9 0 h 197,8 1,09
Tag 13 0 h 289,2 1,01
Tag 21 0 h 461,2 1,09
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